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ABREVIATURAS
AEC Extracción en ácido-etanol con crioprecipitación.
ALS Subunidad ácido-lábil (“acid-labile subunit).
ANOVA Análisis de la varianza.
APS Persulfato amónico.
B Concentración de ligando unido a su receptor.
Ligamiento específico.
BCIP 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato
EPA Radioanálisis de proteínas ligadoras (‘binding protein assay”).
ESA Albúmina sérica bovina.
C En un gel de poliacrilamida, relación (en tanto por ciento) entre el
agente de reticulación (bisacrilamida) y la acrilamida en la solución
acrílamida/bis.
DE Desviación estándar.
ED50 Concentración de ligando frío capaz de desplazar el 50% de ligando
marcado de su unión al receptor.
F Concentración de ligando libre.
FA Extracción en ácido fórmico-acetona.
FAM Tampón fosfato con BSA y mertiolato sódico.
FC Filtración en gel.
FPLC Cromatografía líquida rápida de proteínas (“Fast protein liquid
chromatography’).
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HPLC
JGF
IGFBP
Ka
Kd
Kav
KRP
LBB
MSA
N
NBT
Nonidet-P40
NSILA
P/AE/Tris
PAGE
PBS
PMSF
rhIGF
Cromatografía líquida de alta resolución (“High performance liquid
chromatography”).
Factor de crecimiento similar a la insulina (“Insulin-like growth
factor”). Prefijos: r (rata), h (humano).
Proteína ligadora de IGE (“Insulin-like growth factor-binding
protein”). Prefijos: r (rata), h (humano), b (bovino).
Constante de afinidad.
Constante de disociación.
Coeficiente de disponibilidad.
Tampón Krebs-Ringer-fosfato.
Tampón de “ligand blotting”.
Actividad estimuladora de la multiplicación (“Multiplication-
stimulating activity’9.
Ligamiento inespecífico.
Nitro azul de tetrazolio.
Oxido de octilfenol-etileno.
“Non-suppressible insulin-like activity”.
Mezcla PBS, ácido-etanol, Tris base.
Electroforesis en gel de poliacrilamida (‘Polyacrylamide gel
electrophoresis”).
Tampón fosfato (“phosphate buffer salme”).
Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo.
IGE humano recombinante
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Movilidad electroforética relativa.
RíA. Ractioinmunoanálisis.
RRA Radioanálisis de receptores (“radioreceptor assay”).
SDS Dodecilsulfato de sodio.
STZ Estreptozotocina.
T Concentración de ligando total.
En un gel de poliacrilamida, tanto por ciento de monómero total
(acrilamida más bisacrilamida) en la solución acrilamida/bis.
TBS Solución salina tamponada con Tris (“Tris-buifered salme”).
TCA Acido tricloroacético.
TEMED N,N,N’ , N’-tetrametil etilendiamina.
trIGF-I Des(1-3)IGF-I (IGF-J truncado).
Tris Tris (hidroximetil) aminometano.
Tween-20 Monolaurato de polioxoetilenosorbitano.
V Volumen de elución de una determinada sustancia por filtración en
gel.
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1. INTRODUCCION
1.1. Estructura y acciones biolé2icas de los IGFs y sus proteínas usadoras
1.1.1. Visión de conjunto.
Los factores de crecimiento similares a la insulina (“insulin-likegrowth factors”) IGF-
1 y II son polipéptidos relacionados con la insulina en su estructura y efectos biológicos.
Ambos se sintetizan en numerosos tejidos, tanto en etapa fetal como adulta, ejercen
acciones locales (auto y paracrinas), así como endocrinas, y están implicados en los
procesos de mitogénesis y diferenciación.
Los efectos biológicos de los IGFs están mediados por dos tipos de receptores
específicos; el receptor tipo 1 está relacionado estructuralmente con el receptor de insulina
y parece mediar la mayor parte de las acciones de los IGFs; el receptor tipo II posee una
estructura completamente diferente a la del receptor tipo 1 y su papel fisiológico no se
conoce con exactitud.
En la sangre, líquidos extracelulares y medios de cultivo los IOFs se presentan unidos
a proteínas ligadoras especificas (“insulin-like growth factor-bindig proteins”, IGFBPs)que
constituyen a su vez una familia de péptidos estructuralmente relacionados entre si.
Estos tres elementos, IGFs, proteínas ligadoras y receptores constituyen lo que se
conoce como sistema IGE.
1.1.2. Los factores de crecimiento similares a insulina.
1.1.2.1. Introducción histórica.
Tres líneas de investigación independientes, basadas en tres diferentes observaciones,
condujeron al descubrimiento de los IGFs (1). En 1957 Salmon y Daughaday (2)
observaron que el suero estimulaba la incorporación de 35~ en el cartílago incubado. El
suero de ratas hipofisectomizadas carecía de esta actividad de sulfatación, la cual no se
reconstituía con la adición de GH al medio de incubación, pero reaparecía tras la
administración de OH a las ratas hipofisectomizadas. Estos autores postularon que la GR
no estimula por sí misma los procesos de crecimiento in vitro e in vivo, sino que induce
la formación de factores mediadores que denominaron inicialmente factores de sulfatación
y posteriormente somatomedinas.
Tan pronto como se desarrolló el radioinmunoanálisis (RíA) para insulina se observó
que el suero ejerce efectos insulinomiméticos sobre los tejidos diana de la insulina que son
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mucho mayores de lo que cabría esperar en función del contenido de insulina del suero,
y no son suprimidos por la adición de antisuero antiinsulina. Esta actividad fue denominada
NSILA (“nonsuppresible insulin-like activity”) por Froesch y cols. en 1963 (3).
Finalmente, en 1972 Pierson y Temin (4) extrajeron del suero una serie de factores
que denominaron MSA (“multiplication-stimulating activity”), ya que añadidos al medio
de cultivo estimulaban la división celular. Posteriormente hallaron que estos factores eran
secretados al medio por hepatocitos de rata en cultivo, proporcionando así la primera
prueba de que la MSA es producida por el hígado.
Trabajos posteriores llevaron a la conclusión de que estas tres actividades constituían
un único grupo de sustancias cuya posterior caracterización por Rinderknecht y Humbel
en 1978 (5, 6) reveló que consistían en dos péptidos, IGF-I e IGF-II (7)
1.1.2.2. Estructura.
Los dos primeros IGFs caracterizados fueron hIGF-1 y II, aislados del plasma humano
por Rinderknecht y Humbel (5, 6), como ya se ha indicado anteriormente. Ambos están
constituidos por una sola cadena polipeptídica de 70 (IGF-1) y 67 (lOE-II) aminoácidos,
con tres puentes disulfuro intracatenarios. Ambas moléculas presentan entre sí una
homología del 62%. De manera análoga a la proinsulina, los lOEs constan de dominios
A y B separados entre sí por un dominio C; los dominios A y B muestran una homología
de aproximadamente el 45% con los dominios respectivos de la proinsulina, mientras que
no hay relación estructural alguna en el dominio C. Además, los IGEs poseen una región
D, extensión del extremo carboxiterminal, que no se presenta en la insulina (8).
Se ha conseguido determinar la estructura primaria de los lOEs de varias especies de
mamíferos (9), comprobándose que las secuencias de ambos péptidos están altamente
conservadas entre especies; las sustituciones son escasas y en su mayoría conservativas.
El IGF-1 humano, bovino y porcino son idénticos. El IGF-I de rata difiere del humano en
3 aminoácidos; fue aislado del suero de rata por Robin y cols. (10), y su secuencia
completa se dedujo de la secuencia nucleotídica del gen por Shimatsu y Rotwein (11). El
IGF-II de rata, inicia]mente denominado MSA, fue aislado del medio condicionado de una
línea celular de hepatocitos de rata (BRL-3A) por Marquardt y cols. (12), determinándose
posteriormente su estructura primaria (12, 13), que muestra 4 sustituciones conservativas
con respecto al péptido humano. El IGF-I1 muestra una variabilidad interespecífica en su
secuencia algo mayor; las diferencias se concentran en la unión entre los dominios B y C,
próximos a un sitio de empalme del mRNA (9).
Se ha señalado la presencia en suero humano de variantes de IGF-I e lOE-II (9, 14),
como las variantes C33 (que se cree que representa una variación alélica) y B29 (que
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parece surgir por empalme alternativo del precursor del mRNA correspondiente) de IGF-II
(ambas son sustituciones de un aminoácido por un tri o tetrapéptido, respectivamente.
Además de estas variantes se han descrito formas grandes de IGF-II, en concreto de 10
kfla y de 15 kfla, que parecen provenir del procesamiento parcial del dominio E (Ver más
adelante). Normalmente estas formas grandes suponen menos del 10% del IGF-II total en
suero humano, pero en pacientes con ciertos tumores grandes asociados con hipoglucemia
pueden constituir hasta el 75% del IGF-II circulante (15). También se ha investigado la
posible presencia en suero humano de formas grandes de IGF-I, habiéndose detectado
proIGF-IA en el suero de pacientes urémicos, donde se concentra posiblemente por un
deficiente aclaramiento (16). Se desconoce si prolGF-IB se acumula de manera análoga.
Finalmente, se ha aislado del cerebro humano fetal y adulto, así como del calostro bovino,
una forma de IGF-l que carece del tripéptido N-terminal (17). Esta forma truncada (trIGF-
1) se cree que resulta de una modificación postraduccional de proIGF-I, ya que el punto
de truncamiento no corresponde a una región de unión exón-intrón, ni se ha detectado un
mRNA especifico.
1.1.2.3. Genes y precursores biosintéticos.
Se ha conseguido caracterizar los genes de IGF-I y II tanto en humano como en rata.
En ambas especies los genes comparten numerosos elementos estructurales, como la
localización relativa de intrones y exones (9, 14, 18).
El gen de hIGF-I consta de 6 exones; los exones 3 y 4 codifican el péptido maduro;
los exones 1 y 2 (precedidos cada uno por un promotor) así como los exones 5 y 6
aparecen en las diversas especies de mRNA de una forma mutuamente excluyente. El
empalme alternativo de los exones 5 y 6 genera los precursores preprolGF-IB y A
respectivamente. En la rata la organización de los exones es similar, pero los precursores
se originan por empalme del exón 5 (preprolGF-IB) o de los exones 5 y 6 fusionados
(preprolGF-IA), lo que explica la divergencia del precursor B entre especies (18).
El gen de hIGF-II consta de 9 exones, de los cuales son los exones 7, 8 y parte del
9 los que codifican el péptido maduro. El resto son exones no traducidos. Este gen está
controlado por cuatro promotores cuya expresión depende del tejido y de la etapa del
desarrollo. El gen de rIGF-Il es homólogo al de hIGF-II, pero no se ha observado la
expresión de los exones homólogos a los exones humanos 1 a 3, ni se ha documentado la
existencia del promotor P1 (18).
El proceso de transcripción de ambos genes es bastante complicado, tanto en humano
como en rata. Mediante ‘Northern bloC’ de RNA poliadenilado se han identificado, en
rata, numerosas especies de RNA en un rango de 0,7 a más de 7,0 kb para IGF-I y de 0,6
a 1,2 kb para IGF-II. Estas diferentes especies de mRNA se originan por diversos
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mecanismos, como la activación diferencial de los promotores, empalme alternativo,
distinto grado de poliadenilación y posterior procesamiento del mRNA. Todos estos
mecanismos constituyen potenciales puntos de control de la estabilidad y capacidad de
traducción de las especies de mRNA resultantes (9, 18).
El análisis de la secuencia nucleotídica de los genes de IGF-I y II efectuado en
humano, rata y ratón ha permitido predecir los péptidos precursores de ambos IGFs. Se
han identificado dos precursores de IGF-I denominados preprolGE-IA (153 residuos) y
preprolGF-IB (195 residuos en humano; 158 en rata y ratón) que se originan a partir del
gen de IGF-I por empalme alternativo (9). Estos péptidos incluyen, además de la secuencia
del péptido maduro, un péptido señal y una secuencia o dominio E. Las secuencias de
ambos precursores son muy similares entre especies; sólo el fragmento C-terminal
(dominio E) del precursor IGF-IB diverge entre especies. Se conoce muy poco acerca de
la biosíntesis y el procesamiento de estos precursores, pero algunos trabajos indican que
ambos se traducen en proteínas. Se han aislado del medio condicionado de líneas celulares
de fibroblastos humanos moléculas grandes de TOE-ii cuya secuencia coincide con la
predicha para proIGF-IX (19). Mediante el empleo de anticuerpos contra el dominio E de
proIGF-IA se ha detectado la presencia de este precursor en el suero de pacientes
urémicos, como se señaló en 1.1.2.2.
El precursor de IGF-II contiene 180 residuos, incluyendo péptido señal, péptido
maduro y una secuencia E carboxiterminal de 89 residuos. La secuencia de este precursor
está altamente conservada entre especies. Como se señaló en 1.1.2.2. se han detectado en
suero, tanto normal como de pacientes con cierto tipo de tumores, formas de IGF-lI de
alto peso molecular provenientes del procesamiento parcial del dominio E. Igualmente se
han identificado formas estables de 8,7 y 16 kDa en el medio condicionado de células
BRL-3A (20) que presentan actividad biológica.
Parece, por tanto, que estas formas de mayor tamaño no son propéptidos inertes, sino
que pueden desempeñar funciones específicas hasta ahora no caracterizadas. Se desconoce
la función del dominio E carboxiterminal en los precursores de ambos péptidos, así como
los pasos enzimáticos implicados en su procesamiento.
1.1.2.4. Origen, síntesis, secreción y circulación.
A diferencia de otras hormonas polipeptídicas, los IGFs no son sintetizados en células
endocrinas especializadas, ni se almacenan en gránulos secretores cuyo contenido es
vertido a la circulación cuando la célula endocrina recibe un estímulo adecuado (8). Los
estudios sobre la distribución de niRNAs de IGE en tejidos de rata, ratón y humano han
confirmado la idea de que ambos IGFs se sintetizan en múltiples órganos y tejidos. La
mayoría de ellos producen ambos factores de crecimiento en algún momento del desarrollo
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pre o postnatal, con la única excepción de las neuronas fetales en cultivo, que sólo
producen IGF-I (14). No obstante, más deI 90% del 1GB tota] circulante es secretado por
el hígado, como se deduce de experimentos efectuados en ese órgano aislado (21). Estos
mismos experimentos han revelado que la secreción de IGF por el hígado perfundido es
un proceso lento y continuo, paralelo a la secreción de albúmina.
Ambos IGFs, a diferencia de la insulina, circulan en la sangre unidos, prácticamente
en su totalidad, a proteínas ligadoras específicas (las IGFBPs) formando dos complejos de
— 150 y —50 kDa. El primero de estos complejos contiene aproximadamente el 75% del
IGF circulante en el individuo adulto. (Ver 1.1.3. para más detalle) Este hecho explica la
vida media extremadamente alta de estos péptidos y la ausencia de variaciones circadianas
en su concentración.
Se ha descrito la presencia de IGF-I, II o ambos en otros líquidos corporales, como
orina, linfa, líquido cefalorraquideo, líquido folicular, semen, saliva y leche. En todos
ellos, a excepción de la saliva, los IGFs se presentan unidos a diversas formas de IGFBPs
en proporción variable <14).
1.1.2.5. Regulación de la producción.
Aunque la distribución de los mRNAs de IGF-I y II es similar, su regulación es
diferente. En la regulación de la síntesis y secreción de ambos péptidos concurren factores
hormonales, factores específicos de tejido, factores relacionados con el desarrollo y
factores nutricionales. Los dos últimos se tratan con más detalle en 1.2. y 1.3.
respectivamente:
1.1.2.5.1. Factores hormonales.
En roedores la hormona de crecimiento (GH) es el principal regulador de la expresión
de IGF-l en el adulto. Incrementa la transcripción y la abundancia de mRNA en la mayoría
de los tejidos, no sólo en hígado. Tras la administración de GH se produce un rápido
incremento en todas las especies de mRNA de IGF-1, aunque la magnitud del cambio varía
con el tejido y la especie de mRNA (22). La dependencia de GR de los niveles circulantes
de IGF-I en etapa postnatal está también ampliamente confirmada, tanto en rata como en
humano (14).
Aunque la GR es el principal regulador de la síntesis de IGF-I y del crecimiento en
etapa postnatal, parece tener poco o ningún efecto sobre el crecimiento fetal. En efecto,
en fetos humanos anencefálicos, en experimentos de decapitación o hipofisectomía fetal
y en casos de enanismo de Laron (carencia de receptores de GH) el peso al nacimiento es
normal (23, 24). En estos casos por lo general la concentración de IGFs se ha hallado
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normal. Se ha descartado también el lactógeno placentario (PL), una hormona
estructuralmente relacionada con la CH, como regulador del crecimiento fetal. Si bien esta
hormona posee acciones anabólicas sobre los tejidos fetales y puede estimular la síntesis
de insulina e ICF-I por el páncreas fetal humano en cultivo tisular (25), en gestaciones que
transcurren en ausencia de PL el peso al nacimiento no está alterado (26). Sí que podría
intervenir el lactógeno placentario, junto con la GH placentaria (PGH) en el aumento de
la concentración de IGF-I que se produce en la mujer a lo largo de la gestación (23).
Se cree que la insulina es un importante regulador de la síntesis de 1GB durante la
etapa fetal (27). La exposición a insulina provoca un incremento de la producción de IGF
en hepatocitos de rata aislados (28), explantes de hígado en cultivo (29) e hígado de rata
perfundido (30). Es interesante también la observación de que el páncreas fetal humano
libera ICF-II siguiendo un patrón similar al de la insulina (31). La insulina se requiere
también para la liberación de IGF-I inducida por GH, como indica la observación de que
en pacientes con diabetes mellitus dependiente de insulina hay un bloqueo en la respuesta
de IGF-I a CH administrada exógenamente (32) y el hecho de que la administración de
insulina a animales diabéticos restablece los niveles de mRNA de IGF-I y de péptido
circulante (33).
Además de la CH se han descrito otros reguladores hormonales de IGF-I, como los
estrógenos en el útero (en rata), la prolactina ovina en el hígado y otros factores de
crecimiento en fibroblastos humanos en cultivo (9). Se cree también que las hormonas
tróficas, como ACTH, TSH, LH y FSH pueden, además de su acción clásica en la
producción de hormonas secundarias, estimular la biosíntesis de IGF-I en sus órganos
diana; los efectos promotores del crecimiento de estas hormonas están, pues, mediados por
la estimulación de la producción local de IGF-I (17).
Los efectos del estado tiroideo sobre el axis GH-IGF-I son complejos, ya que las
hormonas tiroideas actúan a distintos niveles, desde el control hipotalámico de la liberación
de CH hasta la expresión tisular de IGF-I y sus proteínas ligadoras (34). Se ha
comprobado en hígado de rata perfundido que dosis fisiológicas de 173 (pero no de T4)
estimulan la síntesis y liberación de IGF-I (35). El hipotiroidismo se acompaña de bajos
niveles de IGF-I y un descenso de la expresión de su gen. No se ha establecido si esto es
debido a un efecto directo de las hormonas tiroideas sobre el gen de IGF-I o si es un
efecto secundario mediado por el descenso de la secreción de CH, si bien las hormonas
tiroideas por si solas no parecen regular la expresión de este gen. En pacientes
tirotoxicósicos se han encontrado niveles de IGF-I elevados o normales, pero su actividad
biológica es baja, debido probablemente a cambios en las IGFBPs (34).
Los datos que se poseen sobre la regulación hormonal de ICF-II son fragmentarios y
limitados a algunos tejidos. Por ejemplo, se ha demostrado regulación por FSH, hCG y
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(Bu)2cAMP en células de la granulosa de ovario humano, y por ACTH y (Bu)2cAMP en
células adrenales fetales humanas (17). No está claro, sin embargo, si esto representa un
efecto específico sobre el mRNA de IGF-II o un efecto inespecífico sobre la viabilidad
celular. Los escasos resultados sobre el papel de GH en la regulación de la expresión del
gen de IGF-1I no permiten concluir que haya una clara dependencia entre esta hormona
y la síntesis de 1GB-II, a diferencia de IGF-I.
Los glucocorticoides parecen intervenir en la regulación del mRNA de IGF-II en
hígado postnatal, donde tienen un papel inhibidor, como sugieren los experimentos de Beck
y cols. (36), en los que se administró cortisona por vía intraperitoneal a ratas de 9 días de
vida y se observó una pérdida acelerada de mRNA hepático de 1GB-II 2 y 4 días después.
1.1.2.5.2. Factores nutricionales. (Ver 1.3.)
El estado nutricional interviene también en la regulación de la expresión del gen de
IGF-I. Se ha observado un descenso de los niveles de IGF-I circulante y de mRNA
hepático de IGF-I en situaciones de ayuno y restricción proteica (37, 38). Cambios
similares se producen en modelos animales de diabetes por estreptozotocina (STZ), que
pueden interpretarse como resultantes de una alteración del estado nutricional (39).
1.1.2.5.3. Factores relacionados con el desarrollo. (Ver 1.2.)
Los genes de ambos IGFs se expresan de acuerdo con un patrón de desarrollo
característico. En la rata, durante la vida fetal y neonatal temprana se expresan ambos
genes, aunque el mRNA de IGF-II es más abundante (9). En el adulto el mRNA de IGF-1
se expresa en todos los tejidos, especialmente en el hígado; en cambio el mRNA de 1GB-II
es apenas detectable en todos los órganos salvo el cerebro (9). En el humano el patrón de
expresión génica es similar, a excepción del hígado adulto, donde se expresa el gen de
IGF-II. El patrón de dependencia de la edad de ambos IGFs en la circulación está bien
establecido, tanto en el humano como en otras especies (14).
1.1.2.5.4. Factores específicos de tejido.
El mRNA de IGF-I se expresa en todos los tejidos analizados hasta ahora. De todos
los órganos, es el hígado el que tiene los mayores niveles de mRNA de IGF-1, y, de
hecho, constituye la mayor fuente de IGF-1 circulante en la rata adulta (21). En todos los
tejidos 1GB-lA es la principal variante, mientras que lOE-IB es relativamente más
abundante en hígado que en los demás tejidos. Además de las diferencias entre órganos,
a su vez, dentro de cada órgano hay diferencias regionales o entre distintos tipos celulares
en la abundancia de mRNA; por ejemplo, en el SNC la médula espinal cervicotorácica y
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el bulbo oifatorio contienen 8 a 10 veces mayor cantidad que el cerebro (40); en riñón de
rata se detecta 10 veces más mRNA de IGF-I en las células del túbulo colector que en
otras partes de la nefrona (41).
Tanto en rata como en humano el gen de IGF-II se expresa a niveles altos en
numerosos tejidos fetales y neonatales, además de la placenta. Hacia la tercera semana de
vida postnatal se produce en la rata un descenso en todos los tejidos excepto cerebro y
medula espinal (14). Los estudios de hibridación iii situ localizan el mRNA cerebral de
IGF-II en los plexos coroideos y las leptomeninges (42), lo que ha llevado a sugerir que
el IGF-II sintetizado por los plexos coroideos es secretado al líquido cefalorraquideo y
captado por las células neuronales y gliales del cerebro (9). En humano, a diferencia de
la rata, el mRNA de IGF-Il se expresa también en muchos tejidos en el adulto, aunque a
niveles considerablemente más bajos que en el feto (43).
Además de su producción en ]os tejidos normales, se ha comprobado la síntesis
constitutiva de mRNA de IGF-II en varios tumores, algunos de los cuales sintetizan
también mRNA de IGF-I (44). No está claro el papel de estos péptidos en el crecimiento
o progresión tumorales, aunque se ha comprobado in vitro que algunas líneas tumorales
son capaces de proliferar en medio libre de suero gracias a la acción auto/paracrina de
IGFs (44).
1.1.2.6. Acciones de los IGFs.
La base de las propiedades biológicas de IGF-I y II reside en parte en su homología
estructural con la insulina. No sorprende, por tanto, que IGB-I y II muestren
cualitativamente las mismas acciones biológicas que la insulina (1). La asociación de los
IGBs con proteínas ligadoras específicas es un factor esencial que determina sus acciones
biológicas (Ver 1.1.2.7.), las cuales pueden resumirse en dos apartados, acciones iii vitro
y acciones in vivo.
1.1.2.6.1. Acciones iii vitro.
Las acciones de los IGFs in vitro están bien establecidas en un amplio número de tipos
celulares, y pueden resumirse en dos grandes apartados: acciones metabólicas
insulinomiméticas, y acciones sobre el crecimiento y la diferenciación celular.
Ambos IGFs tienen efectos similares a los de la insulina en los tejidos diana típicos
de esta hormona, como tejido adiposo y músculo, donde estimulan el transporte y
metabolismo de glucosa y la síntesis de glucógeno y proteínas (1). Estos efectos son
indistinguibles, cualitativamente, de los ejercidos por la insulina, si bien la potencia de los
IGBs es menor (de 5 a 10 veces para el músculo y unas 100 veces para el tejido adiposos).
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Aunque los IGFs parecen actuar a través del receptor de insulina en el tejido adiposo, las
acciones en el músculo están mediadas a través del receptor tipo 1(45).
Con el empleo de cultivos celulares primarios, líneas celulares establecidas o explantes
de órganos se ha demostrado repetidamente que ambos IGBs estimulan la síntesis de DNA
y la proliferación celular (1). Se ha sugerido que los IGFs actúan como factores de
progresión, estimulando el paso de las células a la fase del ciclo celular de síntesis de
DNA (fase 5). Esta acción mitótica tiene lugar en conjunción con factores de competencia,
como PDGB y FGF, que inician el ciclo celular y capacitan a las células para responder
a los factores de progresión, pero se desconoce el mecanismo íntimo de este fenómeno
(46). Como agentes mitogénicos los IGFs participan en el crecimiento del embrión, feto
y neonato, y en fenómenos como la hipertrofia fisiológica o compensadora de
determinados órganos, en la reparación de las heridas en nervio, músculo y células
endoteliales, y la proliferación neoplásica (9).
Otro aspecto de las acciones de los IGFs in vitro a largo plazo es su efecto sobre la
diferenciación celular. Este efecto es más pronunciado que el efecto estimulador de la
multiplicación celular. Se ha demostrado que los IGFs estimulan la diferenciación de los
mioblastos, osteoblastos y adipocitos, así como oligodendrocitos; intervienen en la
diferenciación de la función testicular y ovárica (sinérgicamente con las gonadotropinas);
inducen la eritropoyesis (sinérgicamente con la eritropoyetina), e IGB-I estimula la
granulopoyesis y la quimiotaxis de las células endoteliales. Se ha descrito también que los
IGFs estimulan el crecimiento de las neuritas (17).
En términos generales, los lOEs pueden considerarse hormonas anabólicas activas a
lo largo de la vida. El resultado final de su acción dependerá de la capacidad de respuesta
de sus tejidos diana. Si las células están en la fase hiperplásica entonces los IGEs
estimularán la proliferación. En cambio, si las células están experimentando crecimiento
hipertrófico o se trata de células maduras que no se dividen, como las neuronas, entonces
se estimularán otros procesos anabólicos, como por ejemplo la síntesis proteica. (17)
1.1.2.6.2. Acciones iii vivo.
Diversos estudios in vivo han permitido demostrar que los IGFs poseen tanto un efecto
agudo insulinomimético como un efecto crónico promotor del crecimiento (47). Ambos
efectos dependen del modo de administración: la inyección en forma de bolo causa los
efectos agudos y las inyecciones subcutáneas a largo píazo causan los efectos crónicos.
Esta diferencia tan marcada se explica por la distinta disponibilidad de IGBs por los
tejidos, modulada por las IGFBPs (45): tras un bolo el péptido libre, en exceso con
respecto al que se halla asociado a las IGBBPs, induce los efectos insulinomiméticos; tras
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las inyecciones subcutáneas el péptido se asocia gradualmente a las IOBBPs, con lo que
el animal queda protegido de los efectos metabólicos agudos.
Inyectados como bolo intravenoso los IGFs tienen un marcado efecto insulinomimético
sobre la homeostasis y el metabolismo glucídico. Zapf y cols. (48) han demostrado que
la administración de un bolo intravenoso de IGF-I o 1GB-II a ratas normales o
hipofisectomizadas induce hipoglucemia y aumenta la captación de glucosa del suero y su
incorporación a glucógeno. En estos experimentos la estimulación de la lipogénesis fue
escasa, y sólo se produjo en ratas normales. Resultados similares se han obtenido en otras
especies, incluyendo el humano, con la administración de rhIGF-I (17). IGF-I es menos
potente que la insulina en la inducción de hipoglucemia, aunque ambas hormonas provocan
un aumento similar en la concentración de hormonas contrarreguladoras (49).
La administración subcutánea a largo plazo de rhIGF-I estimula el crecimiento de ratas
hipofisectomizadas, ratas normales antes y después del destete, y ratas diabéticas (17). Sin
embargo, la comparación del tratamiento de ratas hipofisectomizadas con OH y con IGF-I
indica que GIl es más potente promoviendo el crecimiento. Aunque el tratamiento con GH
causa un aumento proporcionado del tamaño de los órganos, el tratamiento con IGF-I
resulta en un incremento mayor en el peso de algunos órganos, como riñón, bazo y timo
(50). Estas diferencias pueden ser debidas a diversos cambios en el perfil de las IGFBPs
inducido por ambos tratamientos (OH, a diferencia de IGF-I, induce la aparición de
complejos ternarios de 150 kDa) que a su vez pueden alterar el aporte de 1GB a los
distintos tejidos (51). No puede descartarse, sin embargo, que algunas acciones de GR
estén mediadas por la estimulación de 1GB-! producido localmente, en lugar de IGF-1
circulante. Debe considerarse también que GH puede ejercer acciones directas sobre los
tejidos, independientes de la inducción de IGF-I (9)
Numerosos estudios clínicos y de experimentación animal apuntan a una relación entre
el crecimiento y los niveles de 1GB-!. Los pacientes con acromegalia presentan niveles de
IGF-I unas tres veces superiores a los de individuos sanos, al contrario de los pacientes
con enanismo hipofisario (1). Las ratas portadoras de tumores secretores de OH presentan
niveles elevados de IGF-I, y crecen con rapidez; tras la extracción del tumor los niveles
de GR e IGF-I descienden, y el animal deja de crecer (52). En estas situaciones los niveles
de IGF-I son paralelos a los de OH, por lo que no es posible discriminar si el responsable
del crecimiento excesivo o reducido es OH o IGF-I. El caso de los pigmeos indica que es
IOB-I la hormona directamente relacionada con el crecimiento (1>. Su talla baja no se
explica por factores nutricionales o ambientales, sino que es debida a que no sintetizan
cantidades normales de KiF-1 a pesar de contar con niveles adecuados de GH.
El papel de 1GB-II iii vivo no está resuelto todavía. 1GB-II es menos dependiente de
OH, y su potencia promoviendo el crecimiento es considerablemente menor que la de
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IGF-I. Se ha señalado, sin embargo, que 1GB-II puede participar en el desarrollo durante
la etapa embrionaria y fetal (Ver 1.2.) Los experimentos de DeChiara y cols. (53) apoyan
esta hipótesis: neonatos de ratones homocigóticos para una mutación del gen de IOB-I1 son
de tamaño inferior al normal, aunque proporcionados. Se ha propuesto (14) que este
péptido podría contribuir al crecimiento independiente de GH, puesto que sus
concentraciones en niños con resistencia a GR son aproximadamente un 40% de las
normales, y en niños con deficiencia de GR aproximadamente un 30%. En estos casos la
velocidad de crecimiento está unas 3 desviaciones estándar por debajo de la media, pero
no hay detención del crecimiento; el 1GB-II residual podría regular significativamente el
crecimiento independiente de GR. A favor de esta hipótesis está el hecho de que en la rata,
especie en la que la expresión del gen de IGF-II cesa hacia la 3~ - semana de vida, la
hipofisectomía provoca una detención casi completa del crecimiento (14). El predominio
de 1GB-II en cerebro y líquido cefalorraquideo y la alta tasa de expresión de su gen en
plexo coroideo, así como la presencia de receptores tipo 1 en diversas áreas del cerebro
sugieren, finalmente, un posible papel de este péptido en el sistema nervioso central (9).
1.1.2.6.3. Acciones autocrinas, paracrinas y endocrinas.
En un principio se creyó que los IGBs eran factores de crecimiento sistémicos que
actuaban como hormonas clásicas. Estudios posteriores mostraron que la mayoría de los
tejidos sintetizan ambos IGBs en algún momento del desarrollo pre o postnatal (14), lo que
sugiere que los IGFs poseen también un modo de acción paracrino y autocrino al
secretarse al microambiente y estimular localmente el crecimiento celular. La importancia
relativa de cada modo de acción varía de un tejido a otro y con la etapa de desarrollo. Las
acciones auto/paracrinas son probablemente más importantes en tejidos en los que la
expresión local del gen de JGB-I y las concentraciones tisulares de IGF-I son elevadas,
como es el caso del pulmón, riñón y granulosa del ovario, y en aquellos órganos donde
las barreras anatómicas limitan la entrada de lOEs desde la circulación, como el testículo
y el sistema nervioso central (14). Las acciones auto y paracrinas pueden desempeñar un
papel particularmente importante en la hipertrofia y reparación tisular local. Las acciones
endocrinas, por otro lado, participarían en el crecimiento corporal global integrado (14).
En la etapa fetal se ha sugerido un papel predominante de las acciones auto/paracrinas
sobre las endocrinas. En efecto, en el feto humano los genes de ambos IGFs se expresan
en numerosos tejidos (54, 14), mientras que los niveles de IGFs circulantes son
relativamente bajos. En la etapa postnatal existe la posibilidad de una interacción de las
acciones auto/paracrinas y endocrinas de IOF-I, ya que tras el nacimiento se produce un
incremento progresivo de los niveles circulantes de IGE-I junto con el número de
receptores hepáticos de CH, a la vez que la expresión del gen de IGF-I queda limitada
prácticamente sólo al hígado (14).
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Se ha sugerido una base molecular para esta dualidad de acciones para 1GB-!. LeRoith
y Roberts (55) han descrito dos clases principales de transcritos del mRNA de IGF-1,
identificadas en tejidos hepáticos y extrahepáticos, que codifican el mismo péptido maduro
y que tienen su origen en el empleo de distintos sitios de iniciación de la transcripción en
el exón 1 o 2. Los transcritos con exón 2 están regulados por GH y se cree que codifican
la forma endocrina de IGF-I; los transcritos con exón 1, presentes en todos los tejidos
examinados, están regulados por factores distintos de OH y podrían representar la forma
auto/paracrina del péptido. Los mRNAs de las formas precursoras JA y IB también están
regulados de manera distinta por GR y podrían representar otro nivel de control de la
función auto/paracrina o endocrina (56). Finalmente, Sara y Raíl (17) han propuesto que
trIGE-!, que por su baja afinidad por las IGBBPs se halla fundamentalmente en los tejidos,
es la forma local de IGF-I, mientras que el péptido completo representa la forma
endocrina.
1.1.3. Proteínas ligadoras de IGF.
Poco después del descubrimiento de LOE-! y II se observó que, a diferencia de la
insulina, ambos péptidos circulan en el suero formando parte de complejos de alto peso
molecular (57). A finales de los años 70 se demostró que los IGEs de la mayoría de los
líquidos corporales y del medio condicionado de células en cultivo están unidos a
proteínas, que se denominaron proteínas ligadoras de 1GB (“insulin-like growth factor-
binding proteins”, JGFBPs).
1.1.3.1. Estructura.
En los últimos años se ha conseguido determinar la estructura primaria completa de
seis formas de IGBBPs, tanto en humano como en rata, bien directamente, bien mediante
el aislamiento de clones de cDNA (58). La comparación de las secuencias de estas seis
IGFBPs demuestra que se trata de una familia de proteínas relacionadas. Se ha convenido
en designar estas IGBBPs mediante la adición de un numeral para distinguir los distintos
tipos y un prefijo de una letra para indicar la especie de la cual proceden (59, 60).
Tanto en rata como en humano las IGFBPs se sintetizan como prepéptidos de cadena
única, con péptidos señal de 19 a 39 residuos. Las proteínas maduras tienen un tamaño
similar (201 a 289 aminoácidos) y un peso molecular (deducido de su secuencia de
aminoácidos) entre 21,5 y 31,4 kDa (61).
Se han reconocido tres regiones de tamaño similar en la estructura de las IGBBPs (61,
62): los extremos N y C-terminal y la región intermedia. Las secuencias de los extremos
N y C-terminal están altamente conservadas entre los distintos tipos de JGBBPs, e incluyen
18 residuos de cisteina en las IGBBPs 1 a 5, 12 de ellos en la región N-terminal y 6 en
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la región C-terminal. IGBBP-6 carece de 2 (en humano) o 4 (en rata) cisteinas N-
terminales. Estas cisteinas participan en la formación de puentes disulfuro intrarregionales
que, a juzgar por su conservación, parecen intervenir en la formación del sitio de unión
a IGBs. Tanto IGFBP-l como IGFBP-2 contienen una secuencia Arg-Gly-Asp (ROD) en
su extremo C-terminal que constituye un sitio de unión potencial a receptores celulares
(integrinas) de numerosas proteínas de la matriz extracelular.
La región intermedia de la molécula no está conservada entre las diferentes IGFBPs,
aunque sí entre especies para cada IGFBP (61, 62); por ejemplo, hay un 80% de identidad
entre la IGBBP-2 de rata, humano y bovino. Esta región contiene sitios potenciales de N-
glicosilación en IGFBP-3 y 4 y dos residuos de cisteína adicionales en IGBBP-4; estos
sitios de glicosilación se utilizan en ambas IGFBPs. IGFBP-6 presenta dos regiones
potenciales de 0-glicosilación en esta región y una más en la región C-terminal.
Han sido caracterizados también los genes de algunas de las IGFBPs (en concreto
hIGFBP-l, 2 y 3 y rIGFBP-2) (58). Cada gen, presente como copia única, consta de
cuatro exones; la localización de los límites intrón-exón está también conservada entre los
genes de las distintas IGBBPs. El gen de IGBBP-3 contiene además un 50 exón que
comprende secuencias no traducidas en 3’. La mayor parte del exón 1 codifica para el
péptido señal y la región N-terminal; el resto del exón 1 y parte del exón 2 codifican para
Ja región central; finalmente, el resto del exón 2 y los exones 3 y 4 codifican para la
región C-terminal.
La organización y la regulación de los genes de esta familia de proteínas no están
totalmente esclarecidas, y son actualmente objeto de intensa investigación.
1.1.3.2. Propiedades de unión.
Todos los miembros de la familia de las IGFBPs unen tanto IGB-I como 1GB-II, y no
unen insulina o proinsulina. Las constantes de afinidad aparentes (K) se sitúan en un rango
de 0,2 a 1 x 10~ M’, comparables a las de la mayoría de los receptores de IGF (61, 62).
IOFBP-I, 3 y 4 unen IGB-1 y II con similar afinidad, mientras que IOFBP-2, 5 y 6
presentan menor afinidad por 1GB-! que por 1GB-II, sobre todo IGFBP-6. Observaciones
recientes indican que la afinidad intrínseca de las IGFBPs por IGF-1 puede ser modificada
por la asociación de la IGFBP con la superficie celular o la matriz extracelular, o por
fosforilación (63). Estas modificaciones constituyen un mecanismo potencial de regulación
de las funciones biológicas de las JGBBPs.
La presencia de regiones altamente conservadas en todas las IGBBPs sugiere que
contienen un dominio común de unión a 1GB. Aunque los estudios de mutagénesis no
proporcionan resultados concluyentes, sí puede asegurarse que la estructura tridimensional
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de la molécula de IGFBP desempeña un papel importante en la unión de 1GB (61); no está
claro, sin embargo, si las IGFBPs comparten uno o más dominios específicos de unión a
1GB. No se conoce tampoco qué regiones de la molécula de JOB están implicadas en la
unión a las IGFBPs; en este aspecto los estudios son escasos.
1.1.3.3. La subunidad ácido-lábil.
La subunidad ácido-lábil (“acid-labile subunit”, ALS) es una glicoproteina que, junto
con IGFBP-3 e JOB-! o II en relación equimolar constituye el complejo temario de 150
kDa, que en el individuo adulto porta la mayor parte del IGF circulante (Ver 1.1.3.4.).
La ALS ha sido recientemente purificada y donada (64). La secuencia predicha consta de
578 aminoácidos (precedida de una secuencia señal de 27 aminoácidos), con un peso
molecular calculado de 63,3 kDa; presenta 7 sitios potenciales de glicosilación en Asn
localizados principalmente junto a los extremos de la molécula.
La característica más llamativa de su estructura primaria es la alta proporción de
residuos de Leu (22%), que forman 18 - 20 segmentos de 24 aminoácidos cada uno y que
abarcan más de las tres cuartas partes centrales de la molécula. Segmentos similares se han
encontrado en una gran variedad de proteínas, todas ellas implicadas en interacciones
proteína-proteína que resultan en la formación de complejos, en la unión receptor-ligando
o en la adhesión celular (64).
La ALS carece de efecto en la unión de lOE a IGFBP-3; en cambio, la unión de ALS
a IGFBP-3 depende absolutamente de la presencia de JOB en el complejo, de modo que
en ausencia de éste la unión es escasa o nula. Se ha comprobado que en IGFBP-3 la
glicosilación no es imprescindible para unir JOB o formar complejos ternarios (65). La
afinidad de la ALS por el complejo IGF:IGFBP-3 es dos órdenes de magnitud inferior a
la de IGFBP-3 por lOBA. No obstante, la ALS circula en exceso (2 o 3 veces) con
respecto a los otros componentes del complejo, asegurando así que la mayor parte de la
IGFBP-3 permanece en el complejo ternario (66).
La síntesis de ALS tiene lugar en el hígado (67, 64), y depende de la edad y de GH,
de modo similar a lo que sucede con IGBBP-3, si bien la dependencia de GH parece ser
directa (51) y no a través de JOB-! como en el caso de IGFBP-3.
1.1.3.4. IGFBPs en suero y otros líquidos biológicos.
Las IGFBPs en el suero son heterogéneas. El análisis mediante cromatografía en gel
a pH neutro revela la presencia de dos regiones de distinto peso molecular: — 150 kDa y
—50 kDa (68). En el suero de individuos adultos, tanto humanos como de otras especies
de mamíferos, la forma predominante es el complejo de 150 kDa, que porta la mayor parte
-33-
E-
del 1GB y que consta de IGB-l o II, IGBBP-3 y ALS en relación equimolar (69). Tanto
IGFBP-3 como la ALS están altamente glicosiladas, de modo que aproximadamente el
20% de la masa del complejo la constituyen carbohidratos. El análisis de este complejo
mediante ‘Western ligand blot’ revela múltiples formas de IGFBP-3 (variantes de
glicosilación entre 38 y 43 kfla y fragmentos glicosilados de 30 kDa), pero ningún otro
tipo de IGFBPs (70).
La región de SO kDa, que es predominante en etapas tempranas del desarrollo,
contiene múltiples IGBBPs en distinta proporción. La aplicación de diversas técnicas ha
permitido la identificación en esta región de todas las IGFBPs conocidas, tanto en suero
humano (a excepción de IGFBP-6) como en suero de rata (61). Se cree que las IGBBPs
de este complejo no están completamemnte saturadas de 1GB, como sugiere la observación
de que cuando se incuba 1GB marcado radiactivamente con plasma humano no fraccionado
el radioligando se une rápidamente con preferencia a las IGBBPs de 50 kfla (71).
Se han hallado también diversas formas de IGBBPs en numerosos líquidos corporales
(líquido cefalorraquideo, liquido amniótico, linfa, líquido folicular, plasma seminal, leche,
vítreo, orina), así como en el medio condicionado de numerosos cultivos celulares
primarios y explantes de órganos (9, 61). En el líquido cefalorraquideo, por ejemplo, la
forma predominante, tanto en rata como en humano es IGFBP-2. En el líquido amniótico,
sin embargo, IGFBP-l. es la forma predominante en humano, mientras que en la rata es
IGBBP-2. En la leche de rata se ha demostrado la presencia de IGBBP-2, IGFBP-3 y una
IGBBP de 24 kDa, y en la leche humana están presentes tanto el complejo de 50 kDa
como el de 150 kDa. En la linfa humana el 93% del 1GB total está presente en el complejo
de 50 kDa, sin que se haya detectado el complejo de 150 kDa; por el contrario, en la linfa
de rata parece haber complejos de 150 kDa. En otros líquidos extravasculares (líquido
cefalorraquideo, líquido amniótico, plasma seminal) no se han detectado ni ALS
inmunorreactiva ni complejo ternario de 150 kDa (61).
1.1.3.5. Expresión génica y regulación.
La disponibilidad de clones de cDNA para las 6 distintas IGBBPs ha permitido
abordar estudios sobre la distribución del mRNA en tejidos fundamentalmente humanos
y de rata. Al igual que los JGBs, las diversas IGFBPs se sintetizan en múltiples órganos
y tejidos, tanto en etapa fetal como postnatal (61, 58). En humano y en rata IGFBP-l y
4 se expresan abundantemente en hígado adulto (72). IGBBP-1 abunda también en la
decidua, donde su síntesis varía a lo largo del ciclo menstrual (73). IGBBP-2 abunda en
cerebro (donde se localiza exclusivamente en plexos coroideos) y gónadas de rata adulta
(74). IGFBP-3, por su parte, abunda en placenta, tanto de rata (75) como humana (76),
y se expresa más abundantemente en riñón que en hígado (77). Los mRNAs de IGFBP-5
y 6 de rata son abundante sobre todo en riñón y pulmón, respectivamente (78). A su vez,
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dentro de cada órgano la expresión del gen de una IGFBP concreta se circunscribe a
determinados tipos celulares. Por ejemplo, en hígado el mRNA de IGFBP-3 se expresa
sólo en células no parenquimatosas (77); en testículo el mRNA de IGBBP-2 se expresa en
células peritubulares, pero no en células de Sertoli (79).
Al igual que en la regulación de los JGBs, en la regulación de las IGBBPs concurren
factores hormonales y nutricionales, así como factores específicos de tejido y factores
relacionados con el desarrollo. Estos últimos se tratarán con más detalle más adelante en
esta introducción; en lo que sigue se tratará de hacer una somera revisión de los
conocimientos actuales acerca de la expresión y la regulación de las diferentes formas de
IGFBPs.
1.1.3.5.1. IGFBP-l.
IGBBP- 1 fue el primer miembro de la familia de las JGFBPs en ser purificado (a
partir del líquido amniótico humano) y caracterizado (80), aunque en un principio se
conocía como proteína placentaria 12 o globulina al asociada a la gestación (81). Circula
a concentraciones más elevadas en la mujer que en el hombre, y sus niveles se
incrementan notablemente durante la gestación. En el líquido amniótico se encuentra en
concentraciones extremadamente altas, de origen supuestamente decidual (82).
En el suero humano IOBBP- 1 muestra, a diferencia del resto de JGBBPs bien
caracterizadas, un ritmo circadiano marcado que no depende del estatus secretor de OH
(83) (aunque algunos estudios sugieren una dependencia inversa de esta hormona) (84),
sino que está regulado metabólicamente. En efecto, los niveles de insulina per se y la
disponibilidad de sustratos energéticos (en concreto carbohidratos) contribuyen
notablemente a la regulación de la IGBBP-1 circulante (61, 68). Los niveles de IGFBP-1
circulante están elevados en el ayuno de corta duración, la diabetes mellitus de ambos tipos
y el hipopituitarismo (85). Por el contrario, la realimentación, la ingesta de carbohidratos
y la infusión de insulina durante el “clamp” de glucemia en pacientes con diabetes mellitus
no dependiente de insulina se acompaña de un rápido descenso de los niveles de IGFBP-l
(86, 87). Los estudios con la técnica de “clamp”, efectuados tanto en individuos sanos
como en pacientes con diabetes mellitus insulinodependiente (87), indican que la insulina
regula IGFBP-1 independientemente de la glucosa. Los estudios de perfusión muestran que
la insulina acelera el paso transcapilar de IGBBP-l; este podría ser, por tanto, un
mecanismo que contribuye a la capacidad de la insulina para reducir los niveles de IGBBP-
1 circulante. Análogamente, JGFBP-l está elevada en individuos con diabetes tipo 1 o 2
(87). Este patrón de regulación que se acaba de describir es similar al de las hormonas
contrarreguladoras de la insulina, como el glucagón, lo que ha llevado a plantear la
hipótesis de que la IGBBP-1 podría desempeñar un papel contrarregulador en el
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mantenimiento de la homeostasis glucídica (88). Este papel podría estar relacionado con
la capacidad de las IGFBPs de inhibir los efectos insulinomiméticos de los JGFs.
Una regulación similar ha sido descrita en la rata en estados catabólicos, como en
hipofisectomía (89), ayuno (90) y diabetes (91). En las tres situaciones se ha descrito un
incremento de los niveles hepáticos de mRNA de JGFBP-1. Aunque en las tres situaciones
los niveles de insulina y OH son bajos, la evidencia sugiere que en la diabetes es la baja
insulinemia la responsable del aumento del mRNA de JOFBP-1 (92), pero en el ayuno este
aumento puede reflejar los bajos niveles de OH (90). No está claro, en cambio, si es OH
o insulina el regulador primario tras la hipofisectomía (89). Diversos estudios iii vitro
sugieren, no obstante, un papel preponderante de la insulina en la regulación de IGFBP-1
en la rata (93, 94). Un mecanismo que puede contribuir al efecto de la insulina de reducir
los niveles de IGFBP-l en la circulación es el hecho de que esta hormona acelera el paso
de IGFBP-1 a través de los capilares, y por consiguiente su aclaramiento, como indican
los estudios de perfusión (95).
El papel de otras hormonas en la regulación de IGBBP-í está menos estudiado. En la
rata la inyección de dexametasona provoca un marcado incremento de la abundancia de
mRNA hepático que se acompaña de un ligero incremento de la concentración de la
proteína en suero (96). La elevada concentración de IGBBP-1 que se observa durante la
gestación sugiere un papel de los estrógenos en la regulación de esta IGFBP. Aunque no
se han observado cambios en la mujer a lo largo del ciclo menstrual, se ha descrito una
elevación de sus niveles en niñas de tafia elevada tratadas con etinilestradiol (81).
1.1.3.5.2. IGFBIP-2.
La regulación de la IGFBP-2 circulante en humano no se conoce tan en profundidad
como la de IGBBP-l y 3. A diferencia de IGBBP-1, los niveles circulantes de IGFBP-2
son menos sensibles a los cambios metabólicos agudos. Tampoco muestran variaciones a
lo largo del día o tras un ayuno nocturno (69). Se ha observado un aumento en los niveles
de IGBBP-2 en suero de pacientes con deficiencia de OH o con enanismo de Laron
(ausencia de receptores de GIl) (97). En pacientes con hipoglucemia por tumor de células
no insulares y en individuos normales a los que se ha infundido JGB-I, situaciones ambas
caracterizadas por altas concentraciones de JGB-l y supresión de GR e insulina también
estaba elevada IGFBP-2 (70). En cambio, ni la infusión de GR (que incrementa los niveles
de 1GB-! e insulina) ni la infusión combinada de GR e JGB-I a sujetos normales inducen
IGFBP-2 (70). Otra serie de experimentos, en cambio, sugieren que la insulina es un
candidato más probable para la regulación de IGEBP-2 en humano que JOF-J o OH: la
infusión de IGF-l no provocó un aumento de JOFBP-2 cuando se ‘clampó” la glucemia
(manteniendo la insulina constante), pero sí cuando se infundió sin “clampar” la glucosa
(permitiendo el descenso de los niveles de insulina) (98).
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Los estudios efectuados en la rata sugieren que la insulina es el principal regulador
metabólico de JGFBP-2 (61), aunque la información que se posee es fragmentaria y en
algunos casos controvertida. El mRNA de IGBBP-2 esta aumentado en el hígado de rata
diabética a pesar de los bajos niveles de IGB-I, y desciende tras tratamiento con insulina,
pero no con IGF-I (99) (a pesar de que IGBBP-3 se restablece parcialmente). Aunque las
alteraciones metabólicas de la diabetes pueden enmascarar una regulación potencial por
IGF-I, este dato apoya más la interpretación de que en la rata IGFBP-2 está regulada
inversamente por insulina. Se ha observado que los niveles altos de 1GB-! (por infusión
o en ratones transgénicos que sobreproducen esta hormona) (100) producen también un
aumento del mRNA de IGFBP-2, pero se asocian a un descenso de la insulina, por lo que
para excluir una posible regulación positiva por 1GB-! serían necesarios estudios con
“clamp” insulínico.
Se ha observado también un aumento en el mRNA hepático de IOFBP-2 en ratas
sometidas a ayuno de 48 horas (92, 101) y a restricción dietética (tanto proteica como
energética) (102, 103). La realimentación revierte los cambios en el mRNA de esta IGFBP
en ratas ayunadas (92). Estos cambios se han querido explicar también como un efecto de
los bajos niveles de insulina presentes en estos animales (ÓQ.
Por último, experimentos en ratas hipofisectomizadas (en las que el mRNA hepático
de IGBBP-2 y la IGBBP-2 circulante están elevados) a las que se administró OH sugieren
que la expresión de IGBBP-2 en hígado no está regulada directamente por GIl (92).
1.1.3.5.3. IGFRP-3.
IGBBP-3 es la más abundante de las IGFBPs circulantes en el adulto. En el suero
humano alcanza niveles al menos JO veces superiores a los de otras IOFBPs para las que
se dispone de análisis cuantitativo (68); en etapas tempranas del desarrollo, en cambio, su
importancia relativa es menor. Los niveles séricos de esta IGBBP, así como los de la ALS,
muestran un patrón de dependencia con la edad similar al de IGF-1, siendo más bajos en
neonatos (en lactantes sus niveles son similares a los de otras JOBBPs) y aumentando
progresivamente en etapa infantil para alcanzar un máximo durante la pubertad y decaer
lentamente a lo largo de la etapa adulta (66, 104). Un patrón de desarrollo similar se ha
descrito en el suero de rata (105). A diferencia de IGFBP-l, IGBBP-3 muestra escasas
variaciones a lo largo del día (66).
El principal regulador hormonal de IGPBP-3, y por consiguiente del complejo
temario, es GIl, como parece demostrar el hecho de que sus niveles son bajos en la
deficiencia de CH y elevados en la acromegalia (69). De hecho, se ha propuesto la
medición de JGFBP-3 como herramienta en el diagnóstico y seguimiento de la deficiencia
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de Gil, especialmente en niños, con ventajas sobre la determinación de 1GB-! (106).
Estudios en animales (administración de OH o JGF-J a ratas hipofisectomizadas, expresión
de IGB-I en ratones transgénicos deficientes en Gil) (51, 100) indican, sin embargo, que
mientras que Gil regula los niveles de ALS, IGB-I es el regulador primario de la IGBBP-3
circulante, estimada mediante “Western ligand blot”. Por el contrario, las mediciones
mediante RíA indican que el tratamiento de humanos sanos con IGB-1 provoca un descenso
significativo de los niveles de JGBBP-3 y ALS. La discrepacia se debe probablemente a
diferencias de especie o metodológicas, aunque debe considerarse también la contribución
de la síntesis y regulación de la IGBBP-3 extrahepática. (61, 68)
Tanto el ayuno prolongado (aunque no el de corta duración) como la restricción
proteica provocan una reducción de los niveles séricos de IGBBP-3, que tienden a revertir
con un aporte energético normal y con la administración de Gil o IGF-J (107). Sin
embargo, esta IGFBP no se ve alterada por los cambios agudos en la ingesta de nutrientes
(66). Un descenso similar en los niveles de JOFBP-3 se ha descrito en la diabetes mal
controlada (en humano) y en la diabetes provocada en la rata por la administración de STZ
(66).
Recientemente se ha descrito en el suero de mujer (y otras especies, entre ellas la rata)
gestante la presencia de actividad proteolítica que actúa sobre la IOFBP-3 endógena y
reduce su capacidad para ligar IGFs radioyodados y es capaz también de degradar IGBBP-
3 exógena radioyodada (108, 109). Una actividad proteolítica similar, aunque no
necesariamente idéntica, ha sido observada en pacientes con enfermedades graves, tras
cirugía mayor y en otras situaciones (68). El mecanismo bioquímico de las alteraciones
proteolíticas de !GFBP-3 no está esclarecido, debido en parte a que la enzima o enzimas
implicadas no han sido identificadas aún. Las consecuencias fisiológicas de este hecho son
materia de especulación; se crec que la proteolisis de IGBBP-3 podría a su vez regular las
acciones locales de 1GB aumentando su disponibilidad por los tejidos (110).
1.1.3.5.4. IGFBP-4, 5 y 6.
El papel fisiológico de estas tres formas de IGFBP es muy poco conocido. IGFBP-4
se identifica fácilmente mediante “Westem ligand blot” gracias a su movilidad
electroforética característica (migra con pesos moleculares aparentes de 24 o 30 kDa,
siendo esta última una variante N-glicosilada) (11 J). Un estudio reciente describe un
aumento considerable de esta IGFBP en mujeres de edad con fracturas, y alta correlación
con los niveles de PTH (112), lo que sugiere una conexión entre PTH elevada y función
osteoblástica disminuida en la osteoporosis relacionada con la edad, ya que se sabe que
IGFBP-4 inhibe la actividad osteoblástica estimulada por 1GB. Sin embargo, puesto que
otros tipos celulares también secretan IGFBP-4, se desconoce la contribución relativa de
los diversos tejidos a los niveles circulantes de esta JGFBP.
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No se ha descrito la presencia de !GBBP-5 en el suero humano, aunque sí en suero
de rata (adulta), de donde se ha purificado (113). Los conocimientos acerca de esta !GBBP
son escasos, debido a lo reciente de su descubrimiento y a la falta de un procedimiento
para su determinación. Experimentos in vitro muestran una inducción de !GBBP-5 por
IGF-I en fibroblastos humanos, mioblastos de ratón y células FRTL5 (de tiroides de rata)
(61).
Al igual que IGFBP-5, lo reciente de su descubrimiento hace que los conocimientos
que se poseen acerca de IGFBP-6 sean escasos. Sin embargo, la puesta a punto de un R!A
específico de hIGBBP-6 (114) ha permitido la determinación de sus niveles en suero,
comprobándose que éstos son significativamente más elevados en el varón que en la mujer.
En pacientes acromegálicos los niveles son aproximadamente un 50% de los que presentan
los individuos sanos, lo que parece sugerir una regulación inversa por OH. Finalmente,
se ha detectado la presencia de !GFBP-6 en el líquido amniótico, donde su concentración
es similar a la del suero (114).
1.1.3.6. Papel biológico.
Numerosas observaciones in vivo e in vitro otorgan a las IGBBPs un papel crucial en
la regulación de la biodisponibilidad, y por tanto de las acciones biológicas, de los JGBs.
La mayor parte (aproximadamente el 75%) del IGF total circula formando parte del
complejo ternario de 150 kfla; el resto circula en la fracción de 50 kDa (Ver 1.1.3.4.).
El complejo de 150 kDa, incapaz de atravesar la barrera capilar (a diferencia de la
fracción de 50 kfla), protege los LOE de la degradación enzimática y el rápido
aclaramiento de la circulación, lo que trae como consecuencia una prolongación de la
semivida de los IGFs circulantes (48, 115). La inyección en ratas de trIGB-I (que muestra
muy baja afinidad por las IGFBPs) marcado radiactivamente resulta en un mayor
aclaramiento y en una mayor captación por los tejidos, en comparación con IGB-1 y 1!, lo
que sugiere que las IGFBPs restringen la transferencia de IGFs de la sangre a tos tejidos
mediante el control de sus tasas de aclaramiento de la circulación (116). En humano la
semivida del complejo de 150 kfla es de 14 a 18 horas, en contraste con los 30 minutos
del complejo de 50 kDa y los 12 minutos del péptido libre (110); en rata se han obtenido
resultados similares (48). Una consecuencia de este hecho es la elevada concentración de
!GBs en la circulación, unas 100 a 1000 veces superior a la de la mayoría de las hormonas
peptídicas; las IGFBPs constituyen, pues, un reservorio de hormona activa. Otra
importante consecuencia es la escasa variación diurna de los niveles de 1GB en la
circulación, que dependen más de los niveles de IGFBPs que de su tasa de síntesis; las
!GBBPs actúan por lo tanto como “tampón”, previniendo los efectos metabólicos agudos
de los IGBs (Ver 1.1.2.6.2.).
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Se admite que las IGFBPs son reguladores importantes de la acción de 1GB sobre sus
células diana. En condiciones experimentales apropiadas determinadas IGFBPs pueden
inhibir o potenciar las acciones de 1GB. El efecto predominante que resulta de añadir
IGFBP-1 a 6 purificadas a células in vitro es la inhibición de la actividad biológica de los
IGFs endógenos o exógenos (61). En algunos casos se ha comprobado que la inhibición
resulta de la formación de complejos IGF:IGFBP incapaces de unirse a receptores de 1GB
o insulina (9). Para que se produzca un efecto inhibitorio puede ser necesario que la
JGBBP esté presente en exceso o a concentraciones estequiométricas o en una forma
panicular (como IOFBP- 1 fosforilada). La terminación de este efecto inhibidor requiere
posiblemente la disociación de los lOEs del complejo inactivo JGF:IOBBP por acción de
masas, proteolisis u otros mecanismos. A este respecto se ha descrito (117) que la
plasmina libera LOEs de complejos con JGFBP- 1 de manera selectiva, por lo que pudiera
tratarse de una proteasa de JGFBP con importancia fisiológica.
Los efectos de las IGFBPs como potenciadores de las acciones de 1GB se han
estudiado fundamentalmente en IGFBP-l Qn vitro) y 3 (¿a vúro e ¿a vivo). El mecanismo
exacto a través del cual IGBBP-1 potencia los efectos de IGF-1 no está aclarado, pero en
él parece estar implicada la unión de ambos al receptor (118). Es posible que JGBBP-l
ayude a localizar el 1GB en la proximidad del receptor mediante la asociación de esta
proteína ligadora a la superficie celular (posiblemente a través de su secuencia ROD); la
desfosforilación de IGFBP-l favorecería entonces la liberación de JOB activo del complejo
(61). En efecto, se ha comprobado que la IGFBP-l no fosforilada tiene una afinidad por
1GB-! de 4 a 6 veces menor que la forma no fosforilada (63).
Los efectos de !GBBP-3 como potenciador de las acciones biológicas de !GB-1 son
menores que los observados con IGFBP- 1. En el mecanismo responsable de este fenómeno
parece estar implicada la asociación de !GBBP-3 a la superficie celular, lo que, al igual
que sucedía con IGBBP-l, aproximaría el 1GB-! a su receptor (61). La reducción de la
afinidad de IGFBP-3 por 1GB-! que se produce tras la asociación de esta !GBBP a la
superficie celular (119) permitiría la liberación lenta y continuada de IGBs de] complejo
!GB:JGBBP-3. No se conoce el mecanismo de esta alteración en la afinidad de IGFBP-3,
pero podrían estar implicados desfosforilación, proteolisis, el efecto de proteoglicanos o
todos ellos.
Trabajos recientes (120, 121) sugieren que las IGBBPs pueden poseer funciones
intrínsecas, interaccionando con la célula de manera directa e independiente de su unión
a 1GB. Así, por ejemplo, se ha descrito la inhibición de la esteroidogénesis en células de
la granulosa por IGBBPs (121); el efecto de las JGFBPs parece ser el resultado de la
combinación de secuestro de 1GB producido endógenamente y de interacción directa con
la célula, con distintos dominios estructurales para el reconocimiento de 1GB y la actividad
biológica.
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En resumen, la función primordial de las IGFBPs es distribuir los IGFs por diversos
líquidos corporales y tejidos y regular su unión a los receptores (61, 62, 122). El control
de la síntesis y secreción de las IGBBPs constituye un mecanismo de control local de la
proliferación celular y de la regulación de la respuesta a 1GB. El efecto regulador neto de
las JGFBPs ¿a vivo vendría determinado por el tipo de IGFBPs sintetizadas por una célula
particular o sus vecinas y por las JGFBPs que penetran en el espacio extracelular
provenientes de la circulación y se localizan en un tejido y tipo celular determinado. Las
variaciones en la estructura terciaria de estas proteínas parecen desempeñar un papel
destacado en los mecanismos de regulación de las funciones de las JGFBPs. En este
sentido la acción de diversas proteasas puede modificar el tamaño molecular de las
IGFBPs, alterar su movilidad transcapilar y regular por tanto la vida media y el
metabolismo del IGF circulante. Además diversas modificaciones de las IGFBPs, como
la glicosilación y la fosforilación pueden alterar su afinidad por 1GB, permítiéndoles
regular la unión de JOB a sus receptores. El equilibrio dinámico entre las IGBBPs solubles
y unidas a la superficie celular constituiría un mecanismo de distribución de IGF entre las
células (62).
1.1.4. Receptores de IGF.
Los IGFs ejercen sus acciones biológicas mediante la interacción con receptores
específicos de la membrana celular. Experimentos de ligamiento competitivo, estudios de
“affinity cross-linking” y, finalmente, la purificación y donación del cDNA de los
receptores ha permitido la identificación y caracterización de dos tipos de receptores,
denominados receptor tipo 1 (o receptor de JOB-!) y receptor tipo II (receptor de 1GB-II
o, más recientemente, receptor de JGB-IJ/manosa-6-fosfato).
1.1.4.1. Estructura.
1.1.4.1.1. Receptor tipo 1.
El receptor tipo 1 está relacionado estructural y funcionalmente con el receptor de
insulina (123). Es una glicoproteina de estructura tetramérica que consta de dos
subunidades a extracelulares y dos subunidades 13 transmembranosas unidas por puentes
disulfuro intercatenarios. La subunidad a (— 130 kDa) contiene el dominio de unión al
ligando. La subunidad 13 (— 90 kDa) consta de un dominio hidrofóbico que atraviesa la
membrana, un sitio de unión a ATP y sitios de autofosforilación; en esta subunidad se
encuentra también la actividad tirosina-quinasa activada por ligando (123).
A partir del cDNA del receptor tipo 1 humano (124) se ha deducido la secuencia
primaria de este receptor. Consta de un péptido señal de 30 aminoácidos y un precursor
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de 1337 aminoácidos con una subunidad cx y otra 13 contiguas, separadas por una secuencia
de escisión enzimática. Este precursor es glicosilado, dimerizado y procesado
proteolíticamente para dar finalmente el complejo maduro. Las regiones C-terminal de la
subunidad a y N-terminal de la subunidad 13 son las que menor homología muestran con
las del receptor de insulina. En cambio, la similitud más pronunciada se da en el dominio
tirosina-quinasa (84% de identidad).
Diversos trabajos de ligamiento y de reactividad con anticuerpos antirreceptor sugieren
la existencia de heterogeneidad en el receptor. No está claro, sin embargo, si estas formas
heterogéneas del receptor tipo 1 representan productos de traducción de diferentes mRNAs
o modificaciones postraduccionales, incluyendo glicosilación y grado de formación de
puentes disulfuro (9, 45).
El empleo de técnicas de “afflnity cross-linldng” ha permitido demostrar la presencia
de un subtipo de receptor tipo 1 en membranas de cerebro de rata y de humano (receptor
tipo 1 neuronal) (125). Este subtipo de receptor se caracteriza por poseer una subunidad
a de menor peso molecular debido a diferencias de glicosilación. El significado funcional
de esta variante de receptor se ha sugerido que guarda relación con la mayor abundancia
de trIGE-! en el sistema nervioso central (17).
1.1.4.1.2. Receptor tipo II.
El receptor tipo II es una glicoproteina integral de membrana con un peso molecular
de 250 kDa (45, 126). Este receptor une ligandos que contienen residuos de manosa-6-
fosfato (Man-6-P) sin requerir para ello cationes divalentes, de ahí la denominación de
receptor de Man-6-P independiente de cationes (CL-MPR). Se ha descrito también la
existencia de un receptor de Man-6-P que en algunas especies requiere cationes divalentes
para la óptima unión del ligando; se trata de una glicoproteina integral de membrana de
unos 46 kDa. Ambos receptores han sido donados en varias especies, entre ellas el
hombre y la rata, constatándose que son proteínas relacionadas estructuralmente (126).
El receptor tipo LI consta de 3 dominios estructurales, además de una secuencia señal
(126). El dominio extracelular constituye el 92% de toda la secuencia; tiene una estructura
repetitiva consistente en 15 segmentos contiguos homólogos entre sí que comparten un
patrón altamente conservado de 8 residuos de cisteina. Este dominio contiene 19 sitios
potenciales de N-glicosilación, algunos de los cuales son utilizados para dar un receptor
maduro de 275-300 kDa. El receptor contiene también un región transmembranosa simple
y un dominio citoplasmático que contiene cuatro regiones cuyas secuencias, altamente
conservadas entre especies, son sustratos potenciales de varias proteína-quinasas. Se sabe
que el receptor se fosforila en varios de estos sitios; carece, en cambio, de actividad
autoquinasa (127).
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Una forma modificada de este receptor está presente en la circulación de varias
especies, entre ellas el humano y la rata (128-130). Tiene un peso molecular ligeramente
menor que el de la forma membranosa, y se cree que procede de esta por escisión
enzimática, si bien no puede descartarse la posibilidad de que exista biosíntesis de receptor
soluble por procesamiento alternativo de su mRNA. Se cree que representa un paso en la
vía degradativa del receptor, sin que se haya descartado un posible papel como proteína
sérica ligadora de 1GB-II y polipéptidos portadores de Man-6-P (especialmente en la rata
fetal y en la oveja) (9, 131).
1.1.4.2. Propiedades de unión.
En la mayoría de las células coexisten los receptores tipo 1 y II y, en muchas células,
hay además receptores de insulina (45). Por tanto, en los experimentos de ligamiento o
“cross-linking” IGF-l o II marcados radiactivamente se distribuyen entre los diferentes
tipos de receptores de acuerdo con sus concentraciones y afinidades, razón por la cual una
estimación exacta de la afinidad de cada uno de los ligandos por los tres receptores no es
posible con estas técnicas. A ello hay que añadir que las preparaciones de IGF-I y II
empleadas en los primeros trabajos generalmente no estaban exentas de contaminación
cruzada de ambos polipéptidos. No obstante la mayoría de los autores admiten el siguiente
esquema de afinidades relativas en la mayor parte de los tejidos (123, 131): el receptor
tipo 1 tiene mayor afinidad por IGB-I que por 1GB-II, y une también insulina a altas
concentraciones; el receptor tipo II tiene alta afinidad por 1GB-II, no une insulina, y en
vahos tejidos y tipos celulares une IGF-l con baja afinidad; por último, la afinidad del
receptor de insulina por los IGFs es unas cien veces más baja que la afinidad por insulina.
Actualmente se dispone de herramientas para determinar con precisión las constantes de
afinidad empleando lOEs recombinantes como Jigandos y células que sobreexpresan algún
tipo de receptor (132). El receptor tipo 1 de placenta humana transiectado a células CRO
(de ovario de hámster chino) presenta una afinidad por 1GB-II sólo 2 a 3 veces más baja
que por IGF-1 (para el que K~ 1,5 >< lO~ M) y reconoce débilmente insulina (1<4 = 1O~
M).
Poco después de la identificación del receptor tipo II con el receptor de Man-6-P
independiente de cationes se comprobó que este receptor une IGB-IL y Man-6-P en sitios
distintos. Existe controversia acerca de si la unión de ambos ligandos es independiente o
si la unión de uno altera la afinidad del otro (126). Las enzimas lísosómicas, por ejemplo,
impiden la unión de 1GB-II, y a su vez 1GB-II impide la unión de las enzimas lisosómicas,
sin que esté claro el significado de este efecto. Curiosamente, los receptores tipo IL de
poíío y rana carecen del sitio de unión de 1GB-II de alta afinidad, lo que sugiere que este
sitio ha aparecido más tarde en la escala evolutiva (133).
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1.1.4.3. Trausduccién de señales.
La actividad tirosina-quinasa intrínseca del receptor tipo 1 interviene en la mediación
de las acciones biológicas de IGF-I a través de la fosforilación de sustratos celulares
endógenos (123). La unión del ligando a la subunidad a del receptor activa la tirosina-
quinasa de la subunidad 11; sin embargo, no está claro aún el mecanismo molecular de la
transducción de señales por la actividad quinasa. Se sabe que tras la estimulación de la
quinasa del receptor tipo 1 se activan varias serina-quinasas, por lo que se ha sugerido que
de la unión del ligando al receptor tipo 1 resulta una serie de serina-quinasas que actúan
en una o más cascadas y que a su vez podrían intervenir en la regulación del propio
receptor. Una de estas vías sería la fosforilación de serina-quinasas en residuos de Tyr
(131). Se han identificado varios sustratos celulares endógenos de la quinasa del receptor
tipo 1. Uno de ellos es la proteína IRS-l (“insulin receptor substrate-l‘9, anteriormente
denominada fosfoproteina ppISS, que es también sustrato endógeno del receptor de
insulina. Esta proteína, una vez fosforilada, se asocia con diversas proteínas celulares,
como la fosfatidilinositol 3-quinasa (134). Aunque las funciones específicas de estos
sustratos endógenos fosforilados se desconocen, se están acumulando datos que sugieren
que pueden ser importantes mediadores de la actividad biológica de los receptores tipo 1
y de insulina (135).
La agregación o la fosforilación cruzada de receptores pueden estar también
implicadas en la transducción de señales 131). Esta fosforilación cruzada no sólo se da
entre subunidades 13 deI mismo receptor, sino también entre subunidades fi de otros
receptores tipo 1 y de receptores de insulina. No se sabe con certeza si esta fosforilación
cruzada implica la formación de heterorreceptores unidos por puentes disulfuro. Esto
podría explicar la existencia de respuestas celulares similares a LGF-I e insulina incluso si
las vías de señalización de las quinasas de los receptores respectivos fueran diferentes.
Estudios con receptores quiméricos, constituidos por el dominio extracelular del receptor
de insulina y el dominio intracelular del receptor tipo 1, o viceversa, indican que ambos
receptores tienen mecanismos de señalización similares, aunque diferentes, definidos por
el dominio citoplasmático (131, 135).
Si bien el papel del receptor tipo II en la distribución de enzimas lisosómicas está bien
establecido (136), ha sido más difícil establecer un papel de este receptor en la
transducción de señales, ya que IGF-II se une también al receptor tipo 1 y al receptor de
insulina. De hecho, se ha comprobado que algunos de los efectos de 1GB-II en varios tipos
celulares están mediados por su unión al receptor tipo Jo al receptor de insulina (131). No
obstante, vados trabajos indican que LOE-II media respuesta a través de su propio receptor,
como la estimulación de la síntesis de glucógeno en células de hepatoma de rata, la
estimulación de la captación de aminoácidos en mioblastos humanos o el crecimiento y
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desarrollo del metanefros de la rata (126). E] mecanismo de transducción de señales se está
empezando a dilucidar: se cree que los efectos de 1GB-II están mediados por un
mecanismo que implica el acoplamiento a una proteína G (en concreto G~2,,) en el que
parece intervenir un segmento de 14 aminoácidos del dominio intracelular del receptor
(137). Queda por definir el papel de esta proteína O en el mecanismo de señalización de
las acciones de 1GB-II a través del receptor tipo II.
1.1.4.4. Regulación.
El receptor tipo 1 se regula en función de su grado de ocupación, y experimenta
“down-regulation” por ambos IGFs y por insulina de manera proporcional a su potencia
relativa de reactividad cruzada (123). Sin embargo, no se ha determinado aún el sitio de
regulación durante el reciclaje del receptor. El número de receptores también está regulado
por el estado nutricional (Ver 1.3.4.) y el momento del desarrollo (Ver 1.2.3.3.).
A diferencia del receptor tipo 1, el receptor tipo II no experimenta “down-regulation”
por ligando, sino que recircula continuamente entre la superficie celular y los
compartimentos intracelulares a una tasa que no depende de su unión a IGF-IL o a enzimas
lisosómicas (9). Los efectos más marcados en la distribución del receptor tipo II se han
observado en adipocitos y en células de hepatoma H-35. En ambas la insulina, a través de
su receptor, provoca una redistribución de los receptores tipo 1!, que pasan del “pool”
intracelular a la membrana plasmática, lo que resulta en un aumento del número de
receptores tipo II en ésta sin que varíe su afinidad por 1GB-II (123). Este efecto se asocia
con un descenso generalizado de la fosforilación en serma y treonina de las moléculas de
receptor presentes en la membrana plasmática. Otros agentes se ha comprobado que alteran
también la distribución celular de receptores tipo II, aunque los efectos dependen del tipo
celular estudiado. Por ejemplo, en fibroblastos humanos IGB-I, JOB-II y EGF (factor de
crecimiento epidérmico, “epidermal growth factor”) provocan una redistribución rápida y
transitoria de los receptores de Man-6-P (tanto los dependientes como los independientes
de cationes) de los depósitos intracelulares a la superficie celular (126).
1.1.4.5. Papel biológico.
Como ya se señaló antes, en la mayoría de las células coexisten los receptores tipo 1
y II y muchas células poseen además receptores de insulina. El hecho de que la insulina
a concentraciones suprafisiológicas sea mitogénica y los IGBs a concentraciones
suprafisiológicas tengan efectos metabólicos insulinomiméticos se ha interpretado como que
los efectos metabólicos están mediados por el receptor de insulina y los efectos
mitogénicos por el receptor tipo 1, permaneciendo sin esclarecer el papel biológico del
receptor tipo 11(1). El empleo de anticuerpos contra receptores de insulina o receptores
tipo 1 y los experimentos con células que sobreexpresan alguno de estos receptores han
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mostrado que ambos receptores son capaces de mediar respuestas tanto metabólicas como
mitogénicas a insulina e IGF-I (45). Sin embargo, iii vivo, la insulina regula
primordialmente las respuestas metabólicas y los IGFs las respuestas mitogénicas; lo que
determina los diferentes papeles fisiológicos de ambas hormonas es la distribución de los
dos receptores en las distintas células y/o la farmacodinamia de las dos hormonas (132).
Por ejemplo, en la rata los tres tejidos principales responsables del efecto hipoglucemiante
agudo de la insulina son el parénquima hepático, el músculo y el tejido adiposo; de ellos
sólo el músculo expresa niveles del receptor tipo 1 similares a los del receptor de insulina.
A la inversa, la mayoría de los demás tejidos expresan mayores cantidades de receptores
tipo 1 que de receptores de insulina. Así, diferentes células y tejidos responderán
selectivamente a bajas concentraciones de insulina o IOB-I en función del receptor que
expresen (45).
El papel fisiológico del receptor tipo II no está esclarecido, y los escasos estudios que
le asignan un papel en la mediación de respuestas biológicas de IGF-II son difíciles de
interpretar. Este receptor puede incluirse en el grupo de los receptores de membrana
implicados en el transporte de nutrientes (como el receptor de LDL y transferrina),
caracterizados por un dominio intracitoplasmático corto que carece de actividad tirosina
quinasa intrínseca, localización predominante en membranas intracelulares y reciclaje
independiente de ligando, características que contrastan con las de la familia de receptores
de factores de crecimiento (receptor de insulina y receptores tipo 1 entre otros) (131). Está
bien establecido, sin embargo, el papel del receptor tipo II en la distribución y endocitosis
de enzimas lisosómicas (136). Se cree también que IGF-lI se podría unir al receptor tipo
II no para promover el crecimiento, sino para ser internalizado y degradado, participando
así el receptor en el aclaramiento de 1GB-II (138). La unión de otras hormonas al receptor
tipo II en la superficie celular puede resultar en su activación, como es el caso del
precursor de TGB-13 1 (factor de crecimiento transformante-BI, “transforming growth
factor-fil ‘9, hormona que porta residuos de Man-6-P y tiene efectos sobre el crecimiento
y la diferenciación celulares (139). Se desconoce si la activación tiene lugar en la
superficie celular o tras la internalización en endosomas acidificados. Finalmente, diversos
datos sugieren que las moléculas del receptor tipo II de la superficie celular sirven para
anclar hidrolasas ácidas y permitirles degradar los proteoglicanos peri y extracelulares con
mayor eficacia (126).
1.2. Papel de la insulina y los IGFs en el desarrollo fetal y neonatal
1.2.1. Control hormonal del crecimiento fetal.
El crecimiento de los mamíferos en etapa fetal está determinado por diversos factores.
En una amplia revisión de esta materia Gluckman y Liggins (24) cuantifican la
contribución de diversos factores, tanto genéticos como ambientales, al crecimiento fetal
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(y su impacto, por tanto, en el peso al nacimiento), y la cifran en un 38% y un 62%
respectivamente. Aunque hay abundantes datos acerca del papel de diversos factores
ambientales (nutrición, estatus socioeconómico, enfermedades, tóxicos, etc.), son escasos
los conocimientos que se poseen acerca del mecanismo a través del cual estos factores
afectan al proceso de crecimiento (140). En la etapa postnatal el crecimiento está
claramente bajo control endocrino central, fundamentalmente a través del eje 011-1GB (Ver
más adelante). Sin embargo, hay pocos datos que apoyen la existencia de un mecanismo
similar en etapa fetal. Diversos sistemas endocrinos (eje hipófisis-suprarrenales, eje
hipófisis-tiroides, OH, lactógeno placentario) han sido implicados en algún momento en
el crecimiento fetal, pero datos clínicos o experimentales han demostrado posteriormente
que su papel es, en algunos de ellos, a lo sumo permisivo (24, 140). Sólo la insulina
parece tener un papel relevante en el crecimiento fetal, como se reseñará más adelante,
pero aun así es difícil separar los efectos somatotrópicos directos de esta hormona de los
efectos secundarios sobre el metabolismo de los carbohidratos y los lípidos (141).
Se ha planteado la hipótesis de que el crecimiento fetal está controlado, en los tejidos
individuales, por el aporte de nutrientes y por factores locales. La transición a la vida
postnatal conllevaría la adquisición por las células de mecanismos más complejos e
interrelacionados con vistas a otro tipo de regulación del crecimiento en respuesta a un
ambiente endocrino (140). En los últimos años la atención se ha centrado en las acciones
paracrinas y autocrinas de los factores de crecimiento, especialmente los IGBs y sus
proteínas ligadoras. El sistema TOP podría intervenir en el crecimiento del feto tanto del
lado fetal como del lado materno <sobre todo por lo que se refiere a la placenta) (141, 23).
1.2.2. Papel de la insulina en el desarrollo fetal.
La evidencia del importante papel de la insulina fetal en la regulación del crecimiento
fetal se ha obtenido de estudios clínicos y experimentales de situaciones de hiper e
hipoinsulinemia (24, 142). Tanto la agenesia pancreática como el leprechaunismo
(resistencia a la insulina por defecto postreceptor) se asocian con una reducción marcada
del peso y la longitud al nacimiento. La diabetes mellitus transitoria del recién nacido se
asocia frecuentemente con retardo del crecimiento intrauterino. La hipoinsulinemia
experimental, inducida en conejos y monos mediante ablación química del páncreas, apoya
la idea de que la deficiencia de insulina fetal conduce al retardo de crecimiento. Por otro
lado, los hijos de madre diabética no controlada durante la gestación nacen generalmente
macrosómicos, salvo cuando la diabetes es severa y se acompaña de vasculopatía e
hipertensión, en cuyo caso se produce retardo del crecimiento debido a alteración del flujo
placentario provocada por la microangiopatía. La macrosomia que se produce en estos
casos se considera consecuencia de la hiperglucemia fetal, que conduce a hiperinsulinemia
fetal y a un incremento del contenido pancreático de insulina. Se ha descrito también
macrosomía en lactantes con insulinomas o con nesidioblastosis (hiperpíasia de células B),
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así como en el síndrome de Wiedemann-Beckwith, caracterizado por organomegalia
generalizada e hipoglucemia; en este último síndrome no hay hiperpíasia de células B pero
sí un incremento del número de receptores de insulina. La mayor parte del sobrepeso en
todos estos casos es debida al depósito de tejido adiposo, como ha sido confirmado en
modelos de hiperinsulinemia fetal (en mono Rhesus) o hiperglucemia fetal (en rata) (141).
Sin embargo, es difícil disociar los efectos somatotrópicos directos de esta hormona
de los efectos indirectos a través del metabolismo fetal. En efecto, la insulina tiene un
papel dual en la vida prenatal (141). En el humano la insulina actúa como hormona
glucorreguladora en el último trimestre del embarazo, cuando la célula 13 responde a
glucosa. En esta etapa el resultado de la hipersecreción de insulina no es hipoglucemia,
sino depósito de grasa, ya que el feto recibe un aporte intravenoso continuado de
nutrientes. En etapas mucho más tempranas la insulina, secretada probablemente por
estímulo de los aminoácidos, crea un ambiente anabólico en el feto que favorece la síntesis
y secreción de una serie de factores de crecimiento polipeptídicos, entre ellos IGBs, que
actúan de manera autocrina o paracrina (141).
1.2.2.1. Desarrollo ontogénico de la insulina y su receptor.
La insulina se detecta en el páncreas fetal humano en etapa relativamente temprana
de la gestación, hacia la semana 8-12; en la sangre fetal se ha detectado esta hormona
hacia la semana 12-14 (143). En la rata la insulina se detecta en el páncreas fetal en el día
11, cuando se desarrolla el rudimento de este órgano; en esta especie el páncreas madura
rápidamente a partir del día 17 de gestación, junto con el contenido de insulina. No hay
datos sobre la producción extrapancreática de insulina en etapa fetal, en contraste con
resultados obtenidos en no mamíferos y en mamíferos adultos (144). A partir del día 19
el feto de rata muestra niveles elevados de insulina circulante; se considera que esta
hiperinsulinemia es fisiológicamente importante en procesos metabólicos fetales, como el
control del metabolismo de la glucosa en el hígado, la síntesis de glucógeno hepático y la
inducción de enzimas hepáticas (145, 146).
La secreción de insulina por el páncreas fetal es insensible a glucosa hasta
aproximadamente la semana 28 de gestación en humano o el día íS~/2 en la rata (141). En
ambas especies el desarrollo de sensibilidad a la glucosa precede al acúmulo de tejido
adiposo subcutáneo y profundo; ambos acontecimientos podrían estar ligados causalmente.
Por otro lado, el cambio de patrón de crecimiento celular en numerosos órganos en esta
misma etapa apoya la idea de que la insulina tiene un papel anabólico en el tercer trimestre
de la gestación humana (147): entre las semanas 12 y 24 el crecimiento se debe
principalmente a incremento del número de células, con escaso incremento del tamaño
celular; posteriormente la tasa de división decrece, mientras que el tamaño celular se
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incrementa rápidamente. Esto es compatible con un efecto de la secreción de insulina
estimulada por glucosa sobre la síntesis de proteína y la lipogénesis.
En el hígado fetal humano el número de receptores de insulina se incrementa entre las
semanas 15 y 25, pero no posteriormente, mientras que la afinidad es notablemente más
alta a partir de la semana 26, en comparación con estadios más tempranos. También en
la rata se produce un incremento progresivo con la edad de gestación en la capacidad y
afinidad de ligamiento de insulina, que son más altas a término que en el adulto (141). En
la rata se han detectado receptores de insulina en preparaciones de membranas de
embriones en estadio de néurula (días 10,4 y 11,6); el ligamiento específico de insulina
marcada radiactivamente fue mayor en el saco vitelino que en el propio embrión (144). En
humano los estudios de ligamiento han revelado receptores de insulina y de IOF-I en
membranas de cerebro, hígado, riñón, pulmón y glándulas adrenales de fetos de 10-17
semanas de gestación (144).
1.2.3. Papel del sistema IGF durante el desarrollo.
Como ya se señaló en la primera parte de esta introducción, la presencia y acción de
los IGFs, sus receptores y sus proteínas ligadoras tienen lugar en momentos particulares
del desarrollo y de manera específica en cada tejido. Se comprende así que para que
tengan lugar de manera adecuada los procesos del desarrollo sean necesarias las
interacciones apropiadas entre estos elementos. Los datos que se poseen acerca del patrón
de desarrollo de los componentes del sistema 1GB proceden principalmente de estudios
en roedores (sobre todo rata) y en humano (9, 148).
1.2.3.1. Desarrollo ontogénico de los IGFs.
1.2.3.1.1. Niveles circulantes de IGF-l y II.
El patrón de desarrollo de IGFs circulantes está bien establecido en la rata. La
disponibilidad en los últimos años de IGFs recombinantes ha permitido el desarrollo de
RíAs específicos (105) mediante los cuales se han confirmado los datos aportados por los
primeros trabajos sobre este aspecto (149-151), según los cuales los niveles de 1GB-II son
elevados en el feto y experimentan un progresivo descenso durante las tres primeras
semanas de vida postnatal, hasta hacerse prácticamente indetectables; los niveles de 1GB-!,
por el contrario, son bajos en el feto, y se incrementan en periodo postnatal. En torno al
destete se sitúa el momento en que tiene lugar el cambio del predominio de 1GB-II a IGB-1
en suero; este momento coincide aproximadamente con la entrada en funcionamiento de
la regulación del crecimiento y la producción de JOB-! a través de OH (14). Es
precisamente este patrón de desarrollo el que ha llevado a considerar al IGF-II como un
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factor de crecimiento primordialmente fetal, mientras que JOB-! se cree especialmente
importante en el crecimiento y desarrollo postnatales (14).
Estudios efectuados en fetos humanos han descrito un incremento de los niveles
(medidos en sangre del cordón umbilical) tanto de JOB-! como de 1GB-II a lo largo de la
segunda mitad de la gestación (152, 153). La concentración de ambos IGFs, sobre todo
IGF-1, es inferior a la del individuo adulto, y en la mayoría de los estudios hay correlación
positiva con el peso fetal (152-154), siendo sus niveles bajos en recién nacidos pequeños
para su edad de gestación. Al nacimiento la concentración de IGF-I en sangre del cordón
umbilical es aproximadamente la mitad de la que se encuentra en el suero adulto normal,
y permanece baja durante los primeros días, debido probablemente a un retraso en alcanzar
la nutrición calórica plena (155). A lo largo de la infancia tiene lugar un incremento lento
y progresivo en la concentración de JOB-!, con un pico en torno a la pubertad;
posteriormente se produce un descenso gradual, alcanzándose los niveles medios del adulto
al principio de la treintena (14); en el anciano los niveles de 1GB-! son un 30-40%
inferiores a los del individuo joven (156). Los niveles de 1GB-II en feto son similares a
los del adulto (154) y, a diferencia de lo que sucede en la rata 1GB-II se halla presente en
la circulación a concentraciones considerables. La concentración de IOF-II no cambia
significativamente durante la pubertad (14).
1.2.3.1.2. Expresión de los genes de IGF-1 y II.
Como IGF-1 y II son producidos por la mayoría de los tejidos, los niveles circulantes
de IGFs no reflejan la producción tisular local. Esta última puede estudiarse de manera
más apropiada midiendo los niveles de mRNA en estado estacionario como índice de la
expresión génica (148).
En la rata los niveles más altos de mRNA de 1GB-II se dan en los tejidos fetales y
neonatales, y descienden notablemente conforme avanza el desarrollo postnatal, de manera
que hacia la 32 semana es prácticamente indetectable en la mayoría de los tejidos del
adulto, excepción hecha del cerebro y médula espinal (9). IGF-II es el único péptido
insulínico que se detecta en estadio preimplantativo; sus transcritos se detectan ya en
estadio de 2 células en ratón (157). En feto el mRNA de 1GB-II abunda en hígado,
músculo, intestino, piel, pulmón y timo, siendo más bajos los niveles en corazón, riñón
y cerebro (158-162). El mRNA de 1GB-II también se expresa en gran cantidad en la
placenta desde el 120 día de gestación (163). Los estudios de hibridación in situ efectuados
en la rata fetal (días 10 a 16) (42) han mostrado reacción positiva en la mayor parte de los
tejidos de origen mesodérmico y en muy pocos de origen endo y ectodérmico.
En feto humano se ha detectado mRNA de 1GB-II en diversos tejidos entre las
semanas 7 y 20 de gestación (9). Se han observado niveles altos en hígado, glándulas
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suprarrenales, músculo esquelético, riñón, piel y páncreas, y bajos en intestino, corazón,
pulmón, estómago y bazo. En varios de estos tejidos el mRNA de IGF-II es más abundante
que el de JOB-! (54). El mRNA de 1GB-II se expresa también en placenta (a niveles altos),
cordón umbilical, amnios, trofoblasto y saco vitelino (43). En contraste con la rata, el
mRNA de 1GB-II se expresa en numerosos tejidos del adulto, aunque a niveles
considerablemente inferiores a los hallados en tejidos fetales (43).
La expresión del gen de 1GB-! es menor en hígado fetal y neonatal que en hígado
adulto, y se incrementa con la edad postnatal de manera paralela a los niveles séricos de
IGF-I (9). El patrón de desarrollo postnatal de la expresión del gen de 1GB-! es específico
de tejido (164). Algunos tejidos (corazón, hígado) exhiben el patrón hepático, en tanto que
en otros órganos la expresión decrece significativamente en estadios postnatales (estómago,
músculo). En cerebro se produce un incremento hasta el 80 día postnatal, y a partir de ahí
los niveles descienden. Además se ha comprobado que las distintas variantes del mRNA
de 1GB-! se expresan de distinta manera durante el desarrollo (164). En el adulto el mRNA
de IGF-l se expresa en todos los tejidos examinados, especialmente en el hígado, que
muestra los niveles más altos (165). Mediante hibridación in situ e hibridación en solución
se ha demostrado que IGF-l se expresa también en tejidos embrionarios (162), lo que
sugiere un importante papel de este factor de crecimiento en etapas precoces de la
diferenciación y el desarrollo, quizás como factor de crecimiento tisular autocrino-
paracrino.
En humano 1GB-! se detecta en diversos tejidos fetales a partir de la ga semana de
gestación (166, 167), aunque la abundancia de su mRNA es menor que la del de 1GB-II
(168). Al igual que 1GB-II, su expresión predomina en tejidos de origen mesodérmico
(168).
1.2.3.2. Desarrollo ontogénico de las IGFBPs.
1.2.3.2.1. IGFBPs circulantes.
En uno de los primeros trabajos sobre la ontogenia de las IGBBPs en suero de rata
White y cols. (128) advierten el predominio en feto de 19 días de una forma de IGFBP de
bajo peso molecular, diferente de la que predomina en adulto, que es de alto peso
molecular. La transición entre ambas tiene lugar durante la tercera semana de vida
postnatal. Trabajos posteriores, en los que se emplean técnicas de “blotting”,
inmunoprecipitación y RíA, han permitido una caracterización más precisa del patrón de
formas de IGFBPs a lo largo del desarrollo.
IGFBP-2 es la principal proteína ligadora del suero de rata fetal (169), persiste a
niveles elevados en etapa postnatal hasta los 17-23 días (105) y en el adulto sus niveles son
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bajos (169-171). IGFBP-3, prácticamente indetectable en suero fetal, es la forma
predominante en el adulto (171). En el suero de rata adulta la segunda forma más
abundante, determinada por RIA, es IGBBP-4 (111). La transición entre los patrones del
feto y del adulto se produce hacia la tercera semana de vida postnatal, y es concomitante
con los cambios ya descritos en los niveles séricos de JOB-! y 11(103).
En suero fetal humano predominan también las formas de bajo peso molecular (172),
aunque la mitad del JOB en suero del cordón umbilical está presente en complejos de 150
kDa (en comparación con el 75% en el suero adulto) (173). Los niveles de IOFBP-1 y 2
determinados por RíA (9) son más elevados en suero fetal que en adulto. Mediante
“Western ligand blot” IGFBP-2 aparece como la forma más abundante en suero fetal (70);
en menor proporción se detectan también IGFBP-1, 3 y 4. La concentración de IGFBP-3,
medida por RIA, es baja también en edad infantil, y aumenta con la edad hasta la
adolescencia (104).
1.2.3.2.2. IGFBPs en tejidos.
La expresión de los genes de IGFBP- 1 y 2 está también regulada ontogénicamente
(174). En la rata el mRNA de ambos se encuentra a niveles más altos en hígado que en
otros tejidos fetales (175, 176). IGFBP-2 también se expresa en riñón, intestino y pulmón
fetales, más abundantemente que en los tejidos correspondientes del adulto (101). Los
transcritos de esta IOFBP se localizan predominantemente en células de origen eao y
endodérmico, se expresan en zonas concretas del sistema nervioso durante la organogénesis
temprana y no se colocalizan con el mRNA de 1GB-II (177). Los niveles hepáticos del
mRNA de estas dos formas, IGBBP-l y 2, permanecen elevados el día 1 postnatal y
descienden hacia e] día 21 (92). En cerebro adulto, en cambio, el mRNA de IGFHP-2
continúa expresándose a altos niveles (74). En humano se han encontrado niveles de
mRNA de IGBBP-1 entre 5 y 10 veces más elevados en hígado fetal que en hígado adulto
(178).
El mRNA de IGFBP-3 se ha detectado en hígado y riñón de ratas de 1 día, y durante
la primera semana sus niveles se incrementan 3-4 veces, permaneciendo constantes a partir
de la primera semana (75). Por tanto, el incremento que se produce en la circulación
durante este periodo no refleja un aumento en la abundancia del mRNA de IGBBP-3 en
hígado o riñón, conclusión similar a la obtenida en estudios en el mono Rhesus (179).
No se poseen datos acerca del patrón ontogénico de las demás formas de IGBBPs.
1.2.3.3. Desarrollo ontogénico de los receptores de IGF.
1.2.3.3.1. Receptor tipo 1.
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En la rata la expresión del receptor tipo 1, determinada por la medición de los niveles
de mRNA en estado estacionario o por técnicas de ligamiento, es máxima prenatalmente
y declina postnatalmente hasta los niveles del adulto, sin que se conozcan los mecanismos
de esta atenuación (180, 181). Los altos niveles de expresión de este receptor en estadios
prenatales sugieren, pues, un importante papel en el crecimiento y desarrollo fetales.
Durante la organogénesis temprana el mRNA de este receptor se distribuye ampliamente
por los tejidos fetales, destacando en el sistema nervioso y en el músculo (182). Se han
descrito recientemente dos patrones celulares de expresión del gen del receptor tipo 1
durante el desarrollo cerebral de la rata (183): las células de estirpe neuroepitelial tienen
un nivel basal de expresión del gen de los receptores, que podrían constituir dianas para
IGEs del líquido cefalorraquideo y mediarían funciones básicas metabólicas o tróficas;
superpuesto a este patrón constitutivo hay grupos de neuronas que muestran altos niveles
de mRNA del receptor junto con la expresión de mRNA de 1GB-! durante el periodo de
diferenciación postnatal. Estas últimas podrían constituir áreas específicas de acción
paracrina de 1GB-] en el parénquima cerebral (183). Es posible que este receptor medie
la acción de ambos IGFs, ya que los dos se unen y activan el receptor tipo 1 a
concentraciones similares (132).
Por razones técnicas los estudios de receptores tipo 1 en mamíferos en etapa previa e
inmediatamente posterior a la implantación son escasos. En el ratón se demuestran
receptores en estadio de ocho células y mórula, con un claro incremento en blastocisto
(184, 185). En humano los estudios de ligamiento han mostrado receptores de 1GB (y de
insulina) en membranas de cerebro, hígado, riñón, pulmón y glándulas suprarrenales de
fetos de entre 10 y 17 semanas de gestación (186).
1.2.3.3.2. Receptor tipo II.
Se ha detectado el receptor en embriones de rata en una etapa tan temprana como 6
días de gestación. Los niveles más altos se dan en los tejidos fetales, produciéndose un
marcado descenso al final de la gestación y/o tras el parto, alcanzando entre los 10 y 20
días postnatales sus niveles más bajos (187). También se ha comprobado que los niveles
circulantes de este receptor en suero varían con el desarrollo, con altos niveles en suero
fetal que declinan marcadamente entre 20 y 40 días después del parto (129). Este patrón
ontogénico es paralelo, a grandes rasgos, al que sucede en los tejidos, y al de 1GB-II
circulante. Estos resultados, obtenidos mediante “immunoblot”, se han visto confirmados
recientemente con el empleo de un RíA específico para el receptor tipo II de rata (188),
comprobándose no sólo una regulación dependiente de la edad, sino también del tejido.
Para comprobar si la regulación de estos cambios en la expresión del receptor en
diversos tejidos se ejerce sobre la concentración de mRNA varios grupos han cuantificado
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los niveles de éste en diversos tejidos fetales y postnatales por distintas técnicas, como
hibridación in situ (189), ‘slot blot’ (190), “Northern blot’ e hibridación en
solución/protección con nucleasa (191) con resultados esencialmente concordantes. Se ha
comprobado un marcado descenso con el paso de la etapa fetal a la postnatal. SUar y cols.
(191) encuentran además una correlación entre los niveles de proteína del receptor y los
niveles de su mRNA en diversos tejidos, con niveles máximos en corazón, seguido de
músculo, pulmón, intestino, riñón e hígado, y finalmente cerebro. Parece, por tanto, que
el nivel de mRNA es un determinante importante de la cantidad de proteína del receptor
en la mayoría de los tejidos, lo que sugiere un control a nivel de la transcripción o de la
vida media del mRNA (191). El tamaño del receptor también parece cambiar durante el
desarrollo en ciertos órganos (disminuye en cerebro e intestino y aumenta en hígado entre
20 días de gestación y 20 días postparto), debido probablemente a diferencias de
glicosilación (126).
El patrón ontogénico de este receptor en la mayoría de los tejidos es muy similar al
de 1GB-II, lo que sugiere un papel importante de ambos en el crecimiento y desarrollo
fetales (9). También se ha señalado un papel en la remodelación de tejidos: la necesidad
de mayores cantidades de enzimas lisosómicas para la remodelación explica que se
requieran mayores cantidades de receptor de tipo II para dirigir esas enzimas a los
lisosomas. No se descartan otras funciones derivadas de la actuación del receptor a través
de segundos mensajeros intracelulares (187, 191).
1.2.4. Interrelaciones entre la insulina y los IGFs.
En el feto humano el incremento de actividad de las células B, en particular en lo que
respecta a la secreción de insulina estimulada por glucosa, coincide con un incremento
gradual en los niveles circulantes de 1GB-! (147). En gestaciones complicadas con diabetes
o con retardo del crecimiento intrauterino los niveles elevados o disminuidos de insulina
se acompañan de niveles de IGF-I en sangre del cordón umbilical elevados o disminuidos,
respectivamente (192). Esta posible interrelación entre insulina e JOB se ha comprobado
experimentalmente en modelos animales de hiperinsulinemia, endógena o exógena, en los
cuales se ha observado un incremento en la actividad somatomedina circulante (141). Se
cree que la insulina es un importante regulador de la síntesis de IOF durante la etapa fetal,
como ya se ha expuesto antes (Ver 1.1.2.5.1.).
La interacción entre la insulina y los IGFs podría constituir un mecanismo mediante
el cual la insulina ejerce sus efectos sobre el crecimiento fetal (141). Como ya se ha
comentado (Ver 1.1.4.5.), en muchos tipos celulares estudiados coexisten el receptor de
insulina y los receptores de JOB. Insulina e lOEs comparten además efectos biológicos,
por lo que cabe la posibilidad de que la acción de la insulina promoviendo la replicación
celular esté mediada por receptores de 1GB. Las acciones metabólicas de la insulina,
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estimulando la captación de glucosa y aminoácidos por las células, contribuyen también
de manera importante al crecimiento fetal (24). No debe perderse de vista el papel de las
IOFBPs (especialmente las de bajo peso molecular), que se sintetizan también en etapa
fetal por diversos tejidos, como reguladoras de la disponibilidad de LOE por los tejidos
(122).
Tanto los receptores de insulina como los de TOE están presentes en la placenta
humana (en la rata e] ligamiento específico de 1GB-! es escaso) (193, 194). El ligamiento
de insulina es máximo hacia las 28 semanas de gestación, pero las placentas de recién
nacidos pequeños para su edad de gestación poseen menos receptores que las de recién
nacidos, a término o prematuros, de peso adecuado (195). Los mRNAs de 1GB-! y II se
han detectado en la placenta humana en el segundo trimestre de la gestación; el mRNA de
1GB-II es dos órdenes de magnitud más alto que el de IGF-I (23). Aunque la función de
estos péptidos en este órgano no está aclarada, podrían intervenir localmente regulando el
crecimiento de la placenta o la transferencia de nutrientes a través de ella.
La familia de péptidos insulínicos desempeña un importante papel también en el
metabolismo, proliferación y diferenciación celulares en etapas muy tempranas del
desarrollo de los mamíferos (144, 157). Estudios en embriones de ratón en etapa de
preimplantación han mostrado que el mRNA de los receptores de insulina y de 1GB se
expresa en el estadio de 8 células, mientras que de los péptidos sólo se expresa el de IGE-
II (en el estadio de 2 células). Se cree que en esta fase el embrión responde a la insulina
(probablemente de origen materno, ya que se detecta por inmunohistoquimica en el tracto
reproductivo materno) y a 1GB-II de manera proliferativa, lo que asegurada su
implantación. Posteriormente estos dos péptidos, además de IGF-1, actuarían como agentes
de diferenciación (157).
1.2.5. IGFs e IGFBPs durante la gestación.
Tanto los IGFs como las IOFBPs están alterados en el suero materno durante la
gestación. En la rata los niveles de 1GB-! en suero y de mRNA de 1GB-! en hígado son
bajos al final de la gestación, y se recuperan poco después del parto (196, 197). En la
mujer, por el contrario, los niveles de IOB-1 en suero experimentan un incremento
progresivo a lo largo de la gestación, alcanzando los valores más altos en el último
trimestre. Poco después del parto tienden a recuperarse los niveles de 1GB-! presentes en
la mujer no gestante (198-201). Se ha sugerido que este incremento resulta del efecto de
hormonas liberadas por la placenta (lactógeno placentario fundamentalmente), aunque una
explicación alternativa es que se debe al incremento de los niveles de IGBBP-l que tiene
lugar en la gestación (23). En cuanto a IGF-II se han descrito elevaciones más ligeras de
sus niveles (200), aunque otros autores no encuentran cambios (201).
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La concentración de IGFBP-1 en suero aumenta en la mujer a lo largo de la
gestación, alcanzando un pico a término, con unos valores 10 veces superiores a los
normales en la mujer no gestante (82, 202, 203). Esta elevación es paralela a la que
experimentan los niveles de progesterona. La regulación de la expresión del mRNA y de
la síntesis de esta proteína en el endometrio/decidua está bien establecida, suponiéndose
que es este tejido el origen de su síntesis durante la gestación (204, 205). En la rata se ha
observado un incremento en la expresión hepática del mRNA de IGFBP- 1, junto con el
de IOFBP-4, en la segunda mitad de la gestación (197). Los niveles en suero de IOFBP-1
en suero se correlacionan inversamente con el peso del recién nacido, por lo que se ha
especulado con la posibilidad de que esta IOFBP pueda actuar inhibiendo la acción de IGF-
1 sobre el crecimiento de la placenta y, secundariamente, sobre el feto (23).
En cuanto a los niveles de IOFBP-3 medidos mediante RIA, se ha descrito, en la
mujer, una elevación de los mismos, que casi se doblan durante el último trimestre de la
gestación (104). También se produce un moderado incremento de los niveles de ALS
inmunorreactiva al final de la gestación (66). Por el contrario, IGBBP-3 es prácticamente
indetectable en el suero mediante “Western ligand blot”, tanto en humano como en
roedores (196, 206, 109), hecho que se ha atribuido a la presencia de una proteasa (Ver
1.1.3.5.3.) que produciría fragmentos incapaces de ligar IGBs pero susceptibles de
reaccionar inmunológicamente (108). No se ha determinado la concentración de IGBBP-3
en rata mediante RíA, pero se ha comprobado que la abundancia de su mRNA hepático
no se altera en la rata durante la gestación (197) La discrepancia entre los resultados del
RíA y del “Western ligand blot” se ha atribuido también a una alteración en la capacidad
de IGBBP-3 de ligar 1GB yodado (207). El papel fisiológico de esta proteasa durante la
gestación no está claro. Se ha postulado que los cambios funcionales en IGBBP-3 durante
la gestación, debidos a desestabilización del complejo de 150 kDa por la actividad
proteasa, resultarían en un incremento de la disponibilidad de IGBs para el crecimiento
fetoplacentario (110).
1.3. IGFs. estado nutricional e insulina
1.3.1. IGFs y estado nutricional.
1.3.1.1. IGFs como señales de crecimiento dependientes de nutrientes.
Se considera actualmente que los IGFs son importantes mediadores de los cambios
inducidos por nutrientes en las respuestas anabólicas (208). Se ha comprobado que la tasa
de síntesis de 1GB-! en los tejidos y su secreción a la circulación sistémica no sólo depende
de la Gil procedente de la hipófisis, sino también del aporte adecuado de nutrientes. En
efecto, la administración de GH a ratas o humanos ayunados resulta en un incremento de
la concentración de lOE-! en plasma menor que el que se observa cuando la OH se
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administra a animales alimentados (209). El control de la síntesis y secreción de 1GB
constituida así un mecanismo intermedio de señalización que indicaría a las células diana
que se han ingerido los nutrientes adecuados y están disponibles para la síntesis de
proteínas y la división celular (208).
En este mecanismo de señalización dependiente de nutrientes ha de considerarse
también la relación entre IGF-I e insulina. Es posible que en algún momento de la historia
evolutiva un precursor primordial de insulina e IGFs pudiera haber ligado directamente la
ingesta de nutrientes con la estimulación del crecimiento celular. Posteriormente la insulina
pasó a funcionar como un mecanismo de control del metabolismo de los carbohidratos
después de la ingesta, mientras que IGF-I permaneció como un estímulo más elemental
estTechamente relacionado con la ingesta total de energía y nutrientes (208). La similitud
estructural entre ambos péptidos y entre los receptores respectivos permite un solapamiento
tanto en la especificidad de unión a estos como en la transducción de señales. Este
solapamiento sugiere que las interacciones entre ambos péptidos deben estar, a su vez,
coordinadas.
1.3.1.2. Regulación de los IGFs por el estado nutricional.
El papel de la nutrición en la regulación de los IGFs se vislumbró por vez primera
cuando Grant y cois. (210) observaron que la actividad biológica de las somatomedinas
(lOEs) en suero era baja en niños con malnutrición proteico-calórica, a pesar de contar con
niveles elevados de OH. El desarrollo de mejores métodos de cuantificación de IGFs ha
permitido ampliar nuestros conocimientos sobre el control nutricional de los IGBs. Aunque
en periodo postnatal el papel de IGF-I como mediador de los cambios en las respuestas
anabólicas a la ingesta de nutrientes está relativamente aclarado, como se expondrá a
continuación, es difícil proponer un papel similar para 1GB-II, ya que se ha comprobado
que sus niveles no cambian incluso tras una deprivación nutricional extrema, como por
ejemplo un ayuno de 10 días (211), De hecho, el papel fisiológico de IGF-II en etapa
postnatal no está aclarado (Ver 1.1.2.6.2.).
La mayoría de los estudios se han dirigido a desvelar los mecanismos que intervienen
en los cambios en los niveles de IGF-I circulante en situaciones de deprivación de
nutrientes. Para ello se ha empleado fundamentalmente la rata como modelo animal,
aunque hay también numerosos estudios en humano; estos estudios se han centrado en el
hígado, principal fuente de IGF-I circulante. Llama la atención en estos estudios la
diversidad de modelos de alteración del estado nutricional, con tipo, duración e intensidad
de la manipulación dietética variables, lo que dificulta en muchos casos la interpretación
y la comparación de los resultados de los distintos trabajos. Hay que hacer notar también
que la inmensa mayor parte de estos trabajos se han efectuado en la rata en periodo
posterior al destete. En su reciente revisión sobre el tema Clemmons y Underwood (208)
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resumen los estudios efectuados hasta la fecha, tanto en rata como en humano, en tres
apartados: ayuno, restricción proteica y restricción calórica. Vamos a sintetizar a
continuación los resultados obtenidos en modelos en rata.
1.3.1.2.1. Ayuno.
En la rata sometida a ayuno se ha observado una marcada reducción en los niveles
séricos de IOB-I (37) junto con un descenso en los niveles de su mRNA en hígado (212)
y otros órganos (213), y en la tasa de transcripción del gen de IGB-I (214), lo que apunta
a que el mecanismo de la reducción de los niveles de péptido es transcripciona]. Se ha
comprobado además un descenso en la unión de OH a su receptor (37), que se acompaña
de un descenso paralelo en la abundancia del mRNA del receptor de esta hormona (214).
La realimentación posterior al periodo de ayuno hace que estas alteraciones se reviertan,
aumentando la unión de Gil a su receptor, la concentración de 1GB-! circulante y los
niveles de mRNA de IOF-I hepático (214).
1.3.1.2.2. Restricción proteica.
También las ratas sometidas a restricción proteica muestran, además de un retardo del
crecimiento, una reducción en los niveles séricos de IGF-I (38), junto con un descenso en
la cantidad de su mRNA en hígado (102, 215, 216) y en músculo esquelético (217).
Análogamente a como sucede en el ayuno, las alteraciones parecen tener lugar a nivel
pretraduccional, bien en la transcripción, bien en la estabilidad del mRNA, aunque algunos
trabajos apuntan también a una alteración a nivel traduccional (218). Además de estar
disminuida la producción de IGF-I se ha comprobado que existe un aclaramiento más
rápido de IGF-I del suero; se ha sugerido que el descenso concomitante que se produce
en la IGFBP-3 facilitaría la unión a las proteínas ligadoras del complejo de 50 kDa y con
ello el paso hacia el espacio extracelular, donde se degradaría (219).
El mecanismo a través del cual se produce este descenso en los niveles de IGB-I
circulante parece diferir del que interviene en el ayuno. La unión de GH a su receptor
está. sólo ligeramente reducida (38) pero no lo suficiente como para explicar que la
respuesta de IGF-1 sérico al tratamiento con GH esté tan notablemente disminuida, ya que
se requieren dosis farmacológicas de esta hormona para recuperar los niveles normales de
mRNA hepático de IGF-1 (218). Parece por tanto que el descenso de IGF-1 en la
restricción proteica se debe a una resistencia a OH a nivel postreceptorial, y no a una
reducción del número de receptores (220, 221). Se ha comprobado que los efectos de la
deprivación proteica dependen de la edad, siendo menos intensos en los animales de más
edad (216, 222-224).
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Además de la resistencia a OH la restricción proteica provoca una resistencia a la
acción periférica de IGF-I. En efecto, la infusión de IGF-I a ratas sometidas a restricción
proteica no restablece los parámetros tróficos (incremento de peso, longitud de la cola, etc)
(225); aunque provoca una disminución de la degradación de proteínas, pero no altera la
síntesis proteica (226). Sin embargo, algunas acciones de IGB-J, como el estímulo de la
producción de IGFBP-3, no se ven alteradas. En cambio, la infusión de IGB-I a ratones
ayunados es capaz de atenuar la pérdida de peso (227), lo que sugiere que IGB-I tiene un
papel directo como mediador de los cambios tróficos inducidos por el ayuno.
1.3.1.2.3. Restricción calórica.
El efecto de la restricción calórica pura sobre los mecanismos moleculares que
controlan la síntesis y secreción de 1GB-! no ha sido estudiado en profundidad. En un
modelo de restricción calórica en rata se ha descrito un descenso en los niveles de IGF-l
y su mRNA en hígado proporcional al grado de restricción (103). En algunos trabajos se
ha estudiado el efecto de la subnutrición proteico-calórica, habiéndose observado un
descenso en los niveles de IGF-I circulante <228, 229). En la diabetes experimental, en la
que se produce una situación comparable a la restricción calórica debido al despilfarro de
nutnentes consecuencia de la alteración metabólica, se ha comprobado un descenso en los
niveles de IGB-I circulante y una reducción en la cantidad de mRNA de IGB-I en hígado
(39) y otros tejidos (riñón, corazón, diafragma) (216). Análogamente a lo que se ha
comentado en modelos de restricción proteica, se ha descrito en la diabetes una anómala
respuesta al tratamiento con OH, para la que se han propuesto tanto un defecto
postreceptorial <230) como un descenso del número de receptores hepáticos (231).
Como resumen de lo expuesto hasta ahora, parece claro que la restricción de
nutnentes provoca un descenso de los niveles de 1GB-! circulante y tisular localizada a
nivel transcripcional, además de una resistencia a la acción de GH. Los mecanismos que
median la resistencia a Gil parecen localizarse a distintos niveles de la vía biosintética de
JOB, dependiendo del tipo de restricción. Mientras que en el ayuno la resistencia parece
deberse a un menor número de receptores, en la restricción proteica la alteración se cree
postreceptorial, y en la subnutrición calórica asociada a la diabetes se han descrito ambos
mecanismos (208).
1.3.1.3. Regulación de las IGFBPs por el estado nutricional.
El estado nutricional es un importante factor en la regulación de las concentraciones
plasmáticas de las IGFBPs, las cuales, a su vez, determinan la disponibilidad de IGFs por
parte de los tejidos, modulando así sus acciones (68). El papel de los nutrientes en la
regulación de las IGBBPs se expuso con cierto detalle en 1.1.3.5., por lo que aquí se hará
un breve resumen de los datos más relevantes. IGFBP-l responde a los cambios agudos
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en la ingesta de alimento (83). Diversos trabajos parecen indicar que los niveles de insulina
y la disponibilidad de sustratos energéticos (carbohidratos sobre todo) son los principales
reguladores de la IGBBP-1 circulante (61). Tanto en humano como en rata sus niveles
est elevados en el ayuno y la diabetes mellitus; en la rata se ha descrito un aumento en
el mRNA hepático de esta proteína en ambas situaciones (92). La realimentación y la
infusión de insulina, respectivamente, revienen estos cambios (90, 92). Por lo que se
refiere a IGBBP-2, se ha observado un incremento en la abundancia del mRNA hepático
de esta proteína en ratas sometidas a ayuno y restricción dietética (tanto proteica como
energética) (92, 102, 103). Posiblemente, aunque está por confirmar, esto sea debido a los
bajos niveles de insulina presentes en estos animales, ya que otros estudios sugieren que
la insulina es el principal regulador de IGFBP-2 (61). El ayuno prolongado, aunque no el
de corta duración, y la restricción proteica se acompañan de una reducción en los niveles
séricos de IOBBP-3, que tiende a revertir con un aporte energético o proteico normal
(107). Sin embargo, esta IGFBP no se ve afectada por los cambios agudos en la ingesta
de nutrientes, no experimentando variaciones circadianas (68).
1.3.1.4. Regulación de los receptores de IGF por el estado nutricional.
Existen muy pocos estudios sobre el papel de los receptores de IGFs en el control de
las acciones de estos péptidos en las alteraciones del estado nutricional. Se ha descrito un
aumento del ligamiento de IGF-I a receptores de membrana de diversos órganos (pulmón,
testículos, estómago, riñón, corazón e hipófisis) en ratas ayunadas (213, 232). Este mayor
ligamiento se debe a un aumento de la concentración de receptores y se asocia a un
incremento del mRNA del receptor tipo 1. En ratas sometidas a restricción proteica se ha
descrito igualmente un aumento del ligamiento de IGF-I a membranas de músculo (233).
Este fenómeno de “up-regulation” es secundario, probablemente, a los bajos niveles de
IGF-I en la circulación o en los tejidos, aunque el descenso en los niveles de insulina que
acompaña a estas situaciones puede que contribuya de alguna manera, como se ha
demostrado in vitro en fibroblastos humanos (234). Queda por determinar aún el papel
fisiológico de estos cambios contrarrestando el descenso de IGB-I.
1.3.1.5. Regulación nutricional de los IGFs y las IGFBPs en el feto.
Se ha propuesto que la generación de factores de crecimiento polipeptídicos en periodo
fetal depende del nivel de anabolismo, el cual a su vez es el producto de un aporte
adecuado de nutrientes y del papel preponderante de la insulina en la circulación (141). El
estado nutricional parece desempeñar, pues, un importante papel en la síntesis de IGBs
también en la etapa fetal, como así lo sugieren datos clínicos y algunos estudios de
experimentación animal en modelos muy diversos de retardo del crecimiento intrauterino.
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El retardo del crecimiento intrauterino provocado por reducción de la masaplacentaria
en la oveja o por ligadura de la arteria uterina en la cobaya se acompañan de una
reducción de la actividad somatomedina medida por bioensayo (235, 236). Bajos niveles
de actividad somatomedina se han descrito también en el suero del cordón umbilical de
recién nacidos pequeños para su edad de gestación (237) y en fetos de rata gestante
ayunada durante 96 horas (238). Situaciones de ayuno o restricción proteica en la rata
gestante (239-241) o de subnutrición crónica en la cobaya gestante (242) se acompañan de
un descenso en los niveles de IGF-I fetal. En cuanto a JOB-II, el ayuno en la rata o en la
cobaya gestantes provoca una reducción de la concentración sérica de !GB-II en los fetos
(236, 241>. Cambios similares se han observado en la oveja ayunada al final de la
gestación (243) y en la rata gestante sometida a restricción proteica prolongada (239). Por
otro lado, la infusión de glucosa a fetos de oveja o cobaya provoca un incremento de la
concentración de IGF-1I fetal (236, 243), cuyos niveles se correlacionan con la
concentración de glucógeno hepático (236).
El papel de los nutrientes en el control de la producción de IGFBPs en el feto es poco
conocido. Varios estudios atribuyen un papel preponderante a IGFBP- 1 en el control
nutricional del crecimiento fetal. En diversos modelos de retardo del crecimiento
intrauterino en la rata, como el ligamiento de las arterias uterinas (244, 245), el ayuno
(241) o la administración de dexametasona a la rata gestante (246>, se ha observado un
incremento de los niveles de esta IGBBP (determinados mediante “Western ligand blot”
e “immunoblot”) en el suero fetal y de la expresión de su gen en hígado, mientras que no
se han detectado cambios en IGFBP-2 circulante. Resultados similares, por lo que respecta
a IGFBP-l, se han obtenido en los fetos de oveja ayunada al final de la gestación (247)
y en casos clínicos de retardo del crecimiento intrauterino (248).
1.3.2. IGFs e insulina: efectos de la diabetes en la regulación de los IGEs.
El papel de la insulina en la regulación de la síntesis y secreción de IGF-I se ha
expuesto anteriormente en esta introducción (1.1.2.5.1.), al igual que su importancia y sus
interrelaciones con los lOEs en el periodo de desarrollo prenatal (1.2.2. y 1.2.4.). Nos
centraremos en este epígrafe en la diabetes postnatal como modelo para el estudio de las
interacciones entre insulina e RIF.
1.3.2.1. Efectos de la diabetes en la regulación de IGF-l.
Existe controversia en lo que respecta a los niveles de IOF-I en la circulación en
humanos diabéticos: se han descrito concentraciones disminuidas, normales o elevadas en
pacientes con diabetes mellitus dependiente de insulina (249). Esta disparidad se ha
atribuido a diferencias en las poblaciones de pacientes (edad, instauración y duración de
la diabetes, presencia de obesidad) y a la influencia de las IOBBPs en los métodos de
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valoración de 1GB. En estudios en los que IGB-I se determinó tras separación de las
IGFBPs por cromatografía de exclusión molecular a pH ácido los niveles encontrados
fueron bajos en pacientes diabéticos con hiperglucemia (32, 249).
La mayor parte de los estudios de experimentación animal sobre el efecto de la
diabetes en la secreción y acciones de los IGFs y sus proteínas ligadoras se han efectuado
en ratas adultas, empleando el modelo de diabetes provocada por STZ. En este modelo se
ha observado un estado de retardo del crecimiento que se acompaña de niveles de IGB-I
bajos en la circulación (39), de su mRNA en hígado y otros tejidos <39, 216) y de su
producción por el hígado (250). El tratamiento con insulina incrementa parcialmente estos
parámetros y restaura el crecimiento (250, 251). Como en el caso del ayuno (Ver
1.3.1.2.1.), en la rata la OH no induce la expresión del gen de IGF-I ni restablece el
crecimiento (33, 251). Esta resistencia a OH, observada también en humanos diabéticos,
en los que se han descrito niveles elevados de esta hormona (32, 252), puede deberse a
un descenso del número de receptores hepáticos (231) o a un defecto postreceptorial (216,
230).
1.3.2.2. IGFBPs y diabetes.
Tanto en el hombre como en la rata (en modelos experimentales) la diabetes se asocia
a alteraciones en las IGBEPs. En la diabetes por STZ se han descrito niveles disminuidos
de IGBBP-3 (61), y su síntesis se induce por JOB-! o tras el restablecimiento de la
euglucemia con insulina (51). Por el contrario los niveles de IGBBP-1 en la circulación
están elevados, tanto en humano (253) como en rata
(51, 91); los mRNAs hepáticos de IGFBP-1 y 2 están también elevados en la rata diabética
por STZ, aunque no se ha demostrado un aumento de IGBBP-2 en la circulación (92, 99).
La IGFBP- 1 circulante parece estar asociada con un inhibidor de la actividad biológica del
1GB-! del suero en adolescentes con diabetes mellitus insulinodependiente (254). Los
niveles reducidos de 1GB-! y elevados de IGBBP-1, que inhibe la acción de IGF-I, se cree
que constituyen un mecanismo adaptativo que contribuye al retardo del crecimiento que
se observa en los pacientes con diabetes tipo 1 mal controlada (148).
1.3.2.3. Receptores de IGF y diabetes.
El papel de los receptores de ¡GP en la regulación de las acciones de estos péptidos
en la diabetes apenas si se ha estudiado. En el modelo de diabetes por STZ se ha descrito
un aumento de la expresión y del ligamiento de ambos tipos de receptores de 1GB en riñón
(255). Se desconoce si este aumento es secundario a la alteración del estado metabólico
(hiperglucemia o hipoinsulinemia) o a los bajos niveles de 1GB-! en la circulación, aunque
la corrección de la hiperglucemia mediante tratamiento con insulina normaliza los niveles
de receptores. El aumento de la expresión del receptor tipo 1 en la diabetes podría
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intervenir en el desarrollo de las complicaciones micro y macrovasculares del riñón que
se presentan en la diabetes (256>.
1.3.3. Consideraciones finales. Justificación de los modelos de subnutr¡ción y diabetes
empleados en este trabajo.
De todo lo que se acaba de exponer se desprende la necesidad del estudio de las
alteraciones de los IGEs y sus proteínas ligadoras en un mismo modelo de subnutrición
establecido en una etapa temprana del desarrollo y en el que se consideren conjuntamente
las alteraciones en etapa fetal y lactante. Análoga consideración cabe hacer en la situación
de diabetes. En efecto, las alteraciones que se producen en los IGFs y sus proteínas
ligadoras dependen del modelo estudiado, así como del estado de desarrollo y del momento
en que se establece la subnutrición o la diabetes.
La mayor parte de los estudios acerca de la regulación nutricional de los IGBs y sus
proteínas ligadoras se han efectuado en la rata fundamentalmente en modelos establecidos
después del destete. Sin embargo, si se quiere extrapolar los resultados obtenidos en el
animal de experimentación a las situaciones que se dan en el humano, hay que considerar
que en este lo más frecuente es que la subnutrición se establezca ya en etapas precoces del
desarrollo: generalmente los niños malnutridos proceden a su vez de madres que habían
experimentado algún tipo de carencia nutricional durante la gestación, si no incluso antes
(257). Por esta razón hemos elegido una pauta de restricción alimentaria que se instaura
en etapa gestante, en concreto el día 16. En ensayos previos se había comprobado la
dificultad de obtener un número viable de crías cuando la subnutrición se instauraba en
etapas precoces de la gestación (258).
Se ha descrito una amplia variedad de modelos que producen retardo del crecimiento
intrauterino (24). Dejando a un lado los modelos basados en la administración de tóxicos
(etanol, tabaco, opiáceos, etc.) o en la manipulación endocrina del feto (administración de
glucocorticoides a la madre; ablación del páncreas, que se comenta más adelante), para
nuestros propósitos interesaban los modelos basados en la alteración del aporte de
nutrientes al feto. Esto se ha llevado a cabo en la literatura fundamentalmente de tres
maneras: la malnutrición materna, la reducción de la masa placentaria o la reducción del
flujo sanguíneo uterino (generalmente por ligadura de la arteria uterina). Estos dos últimos
modelos suponen, de entrada, el factor añadido del estrés quirúrgico a que se somete al
animal gestante. Son modelos adecuados, si se quiere, para estudiar el retardo del
crecimiento intrauterino que se produce en la mujer gestante con diabetes mellitus severa,
en la que la microangiopatía de las arteriolas espirales de la placenta provoca una
reducción del flujo sanguíneo uterino; sin embargo, se apartan de la situación de
subnutrición propiamente dicha.
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También en periodo lactante y posterior al destete se han descrito diversos modelos
de subnutrición experimental (259), entre los que se cuentan la cauterización de los
pezones de la madre, la restricción del tiempo de permanencia de las crías con la madre,
el incremento artificial de la población de la camada, la manipulación experimental de la
composición de la dieta o la restricción de la cantidad de alimento disponible. En los tres
primeros la subnutrición se produce por una disminución en la cantidad de leche accesible
a las crías. Sin embargo, conllevan una alteración artificial de la interacción de la madre
con las crías y rara vez se dan situaciones similares en el humano. No hay, con todo,
ninguna referencia bibliográfica en la que se emplee alguno de estos modelos en el estudio
de la regulación de los IGFs en etapa lactante. Algunos estudios en rata lactante se han
basado en la administración de nutrientes a las crías por vía intravenosa (224) o
intragástrica (215); sin embargo, en este tipo de estudios a los efectos de la subnutrición,
se superponen las complicaciones derivadas del estrés quirúrgico que conlieva la
implantación de catéteres.
Por lo que respecta a las alteraciones de la composición de la dieta, los modelos más
ampliamente estudiados son el ayuno y la restricción proteica, evaluándose en ésta tanto
la cantidad como la calidad nutricional de las proteínas de la dieta. Generalmente los
animales a los que se suministra una dieta hipoproteica reducen espontáneamente la
cantidad total de alimento ingerido, con lo que se instaura en realidad una deficiencia
proteico-energética (260). Para nuestro estudio hemos elegido un modelo de subnutrición
proteico-energética, que es el tipo de subnutrición más frecuente en el ser humano. En
periodo posterior al destete la subnutrición es directa en el animal, por reducción de la
cantidad de alimento suministrado; en periodo lactante la subnutrición inducida a través
de la restricción materna se debe a un descenso en la producción de leche, sin que esté
alterada su composición (261).
Por lo que se refiere a la diabetes, los modelos experimentales más ampliamente
utilizados son los de diabetes inducida por la administración de SIZ o de aloxano. Los
estudios en diabetes clínica son, lógicamente, de alcance más limitado, y hay en ellos una
gran disparidad en las poblaciones estudiadas por efecto de la edad, el tipo y la duración
de la diabetes, el estatus metabólico, etc. Así pues, para nuestro estudio nos pareció
apropiado un modelo de diabetes experimental por STZ estandarizado que permitiera
obtener poblaciones homogéneas tanto en rata gestante como en etapa neonatal y en rata
adulta.
La mayoría de los estudios de la regulación de 1GB y sus proteína ligadoras llevados
a cabo en el modelo de diabetes experimental por administración de STZ lo han sido en
la rata adulta. En este trabajo hemos empleado un modelo de diabetes por STZ en rata
gestante administrando el tóxico el día 16 de gestación, para así hacer comparables los
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resultados con los del modelo de subnutrición. Se pretendía con ello además imitar la
situación que se da en humano en el feto de madre diabética. En la rata neonatal la
diabetes se provocó directamente en la cría a una edad los suficientemente temprana (4
días) como lo permiten las dificultades técnicas de administrar STZ intraperitonealmente
a ratas tan pequeñas.
En este trabajo se ha pretendido el estudio de la interacción entre insulina, nutrientes
e IGFs comparando las alteraciones que se producen en el modelo de subnutrición
proteico-energética con las que se producen en modelos de diabetes provocados en los
mismos periodos de desarrollo del animal. En ambas situaciones, subnutrición y diabetes,
los niveles de OH están disminuidos, por lo que la influencia de OH es similar, y por el
contrario existen claras diferencias en el estado de la glucemia y la insulinemia que hacen
interesante y apropiado este estudio.
1.4. Estado actual de la mnetodolo2ía Dara el estudio de los IGFs y sus Droteinas
lipadoras circulantes
1.4.1. Cuantificación de IGF-l y II.
Por su sensibilidad y especificidad las técnicas radioinmunológicas, principalmente el
RíA, han ido sustituyendo a los bioensayos, radioanálisis de receptores (“radioreceptor
assay”, RRA) y radioanálisis de proteínas ligadoras (“binding protein assay”, BPA) en la
cuantificación de IGBs en suero y otros líquidos biológicos. Los bioensayos (incorporación
de timidina, sulfatación del cartílago) fueron los primeros en emplearse y la mayor parte
de los conceptos actuales relativos a los IGFs proceden de este tipo de estudios (2, 262,
263); tienen el inconveniente de su inespecificidad y de ser influidos por la variabilidad
biológica de los tejidos utilizados en el análisis. Son útiles, sin embargo, en ¡a
investigación del papel biológico de las IGFBPs (119, 121). Los radioanálisis de proteínas
ligadoras se basan en el empleo de IGFBPs como sustrato para la competición entre el
radioligando y el ligando frío; presentaban la desventaja de su variable especificidad según
el origen de la proteína ligadora utilizada (263).
En cuanto a los radioanálisis de receptores, fueron ampliamente utilizados antes de la
aparición de los RíAs, y para la valoración de IGF-II continúan siendo procedimientos
útiles. Se basan en el hallazgo de que las membranas plasmáticas de adipocitos aislados
(264), hígado (264) y placenta humana (193) contienen receptores específicos de 1GB. Esto
condujo al empleo generalizado del RRA de membranas de placenta humana, con la
limitación importante de que este método no distinguía entre IGF-I y 11(265). Con el
empleo de preparaciones de membranas de hígado o de placenta de rata se ha establecido
un RRA de IGF-II altamente específico debido al hecho de que ambos órganos son ricos
en receptores de IGF de tipo II y relativamente deficientes en receptores de tipo 1 (266).
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El desarrollo de RíAs altamente específicos para IGF-I y II ha facilitado ampliamente
la determinación de los niveles de estos péptidos en líquidos biológicos en estudios clínicos
y de investigación básica, gracias al empleo de anticuerpos altamente específicos contra
IGF-J y II humanos. Generalmente estos anticuerpos presentan una amplia reactividad
cruzada entre especies, lo que ha permitido su empleo en estudios experimentales en
especies distintas del humano (14).
La presencia en el suero de proteínas ligadoras de 1GB de alta afinidad ha complicado
la medición de estos péptidos en el suero por los efectos complejos e imprevisibles de su
interferencia en el análisis, ya que compiten con el anticuerpo o el receptor por su unión
al radioligando (14). Para superar este inconveniente se han ido desarrollando diversas
estrategias, llegándose a la conclusión de que para obtener resultados fiables es necesario,
previamente al análisis, disociar y separar las proteínas ligadoras (9, 14). El método de
separación considerado hoy por hoy como método de referencia es la cromatografía en
columna en medio ácido (filtración en gel o HPLC) (14, 267); sin embargo el
procesamiento de cada muestra por este método es laborioso y costoso. Se han
desarrollado procedimientos de separación alternativos, más sencillos y rápidos, como la
extracción en ácido-etanol (con o sin crioprecipitación) (268), la incubación en medio ácido
(269), la cromatografía en cartuchos de SepPak C-18 (270), y recientemente la extracción
en ácido fórmico-acetona (271). La mayoríade estos procedimientos han sido desarrollados
y validados para la determinación de la concentración de IOFs en suero humano, ovino o
bovino; la validación para el suero de rata se ha efectuado sólo en ratas adultas. Como ya
se ha señalado anteriormente en esta introducción (Ver 1.1.2.5.), tanto los lOEs como sus
proteínas ligadoras están regulados por factores relacionados con el desarrollo y por
factores nutricionales, de modo que las concentraciones relativas de ambos se ven
modificadas en función del estado nutricional y de la etapa del desarrollo que se considere.
Puesto que los métodos alternativos de separación de IGFBPs fueron validados
originalmente para la rata adulta, se desconoce su eficacia a la hora de eliminar las
IGFBPs del suero en etapas precoces del desarrollo y/o en situaciones en las cuales el
estado nutricional se ve alterado, como es el caso de la subnutrición. Puesto que el tema
de esta tesis se centra en la influencia de diversos factores nutricionales y hormonales en
la regulación de los IGBs y sus proteínas ligadoras, tanto en etapa adulta como durante el
desarrollo perinatal, una validación previa de la metodología a emplear está plenamente
justificada.
1.4.2. Metodología para el estudio de las IGFBPs.
Inicialmente, y durante muchos años, las proteínas ligadoras de 1GB fueron
identificadas por la capacidad de los ‘251-IGFs de formar complejos de alto peso molecular
con proteínas del suero o de medios de cultivo (71). Basándose en este hecho, se han
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desarrollado varios procedimientos que difieren en el método empleado para la separación
del radioligando libre del complejo radiactivo, tras un primer paso de incubación del 1251..
IGF con el suero. Estos procedimientos sólo detectan IGBBPs insaturadas (es decir, sitios
de unión libres), salvo que previamente se disocien los IGFs endógenos mediante
tratamiento a pH ácido o fraccionamiento (9). Sin embargo, la separación completa de los
IGFs puede requerir un tratamiento extremo, y el uso de condiciones ácidas resulta en la
disociación del complejo IOBBP-3:ALS. Puesto que el ligamiento de JOB en una mezcla
de IGFBPs tal como suero o medio condicionado es una función compleja de la
concentración, afinidad, especificidad y grado de ocupación de cada una de las especies
de IGFBP presentes, la concentración del radioligando y las condiciones de incubación,
estos métodos son más útiles cuando sólo está presente una única IGBBP con su sitio de
unión libre; en estas condiciones pueden llevarse a cabo estudios cuantitativos de cinética
de ligamiento (9, 272).
El método de “affinity cross-linking’ seguido de SDS-PAOE fue descrito inicialmente
por Haselbacher y cols. (273) y empleado extensamente por Wilkins y D’Ercole (274) para
caracterizar las IOFBPs del suero humano. Tiene la ventaja de que permite identificar las
IGFBPs individuales según su tamaño, es muy sensible, y puede aplicarse a proteínas
inestables en SDS. Por el contrario, tiene los inconvenientes de que sólo detecta sitios de
unión de 1GB no ocupados y de que se generan perfiles complejos por reacciones de
ligamiento cruzado múltiples (con otras proteínas, formación de polimeros) o ineficaces,
lo que distorsiona los resultados (14).
La reciente purificación de varias IGFBPs y de la subunidad ácido-lábil ha permitido
la elaboración de anticuerpos poli y monoclonales y su empleo en el desarrollo de análisis
inmunológicos para esas proteínas (275). Estos procedimientos permiten la cuantificación
específica y exacta de los niveles séricos de IGFBPs y ALS, lo que ha posibilitado estudios
cuantitativos de su regulación in vivo, en su mayor parte en humano, ya que los
anticuerpos son altamente específicos y por lo general no muestran reacción cruzada con
las IGBBPs de otras especies (272, 275).
1.4.2.1. Técnicas de “blotting”.
El fundamento de estas técnicas se expone con detalle en Material y Métodos (Ver
2.7.). Brevemente, las IGFBPs separadas mediante SDS-PAGE y transferidas a
nitrocelulosa son detectadas, bien mediante anticuerpos específicos (“immunoblot”), bien
mediante la unión de un ligando marcado radiactivamente (‘251-JGF-I o II) (“ligand blot’j.
Es importante recalcar que el ‘immunoblot” (al igual que la inmunoprecipitación) requiere
el empleo de anticuerpos en exceso, en contraste con el RíA, donde se emplean en
concentración limitada. Como todas las IGFBPs comparten numerosas características
estructurales, no es sorprendente que epitopos relacionados de diferentes proteínas
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muestren reacción cruzada incluso con el empleo de antisueros relativamente específicos
cuando se utilizan en técnicas de exceso de anticuerpos; este hecho puede dar lugar a
resultados erróneos a la hora de interpretar los experimentos de “immunoblot” (272).
El procedimiento de ‘Western ligand blot” fue desarrollado por Hossenlop y cols.
(276). A diferencia del immunoblot’< permite identificar simultáneamente todas las
proteínas ligadoras por su capacidad de ligar ‘251-IGFs. En esta técnica es esencial que la
electroforesis se lleve a cabo en condiciones no reductoras, ya que incluso bajas
concentraciones de agentes reductores interfieren con la unión de 1GB.
El “ligand blot” presenta varias ventajas (14, 61):
- Permite identificar todas las proteínas ligadoras, tanto insaturadas como saturadas,
presentes en una muestra y su abundancia relativa. Bajo determinadas condiciones puede
emplearse incluso como método cuantitativo <277).
- Elimina el inconveniente del “affinity cross-linking’ de la formación de complejos con
otras proteínas o la formación de multímeros; el peso molecular refleja el de la proteína
ligadora, y no el de un complejo formado por ligamiento cruzado.
- Permite una caracterización más completa de las proteínas individuales, ya que posibilita
la comparación de “blottings” paralelos mediante “ligand blot” e “immunoblot”, el estudio
de la especificidad de unión y la identificación de especies glicosiladas mediante
desgílcosilación enzimática.
Con todo, este procedimiento presenta algunos inconvenientes. Por ejemplo, cambios
en IGFBPs individuales pueden quedar enmascarados por la presencia de IOBBPs de
tamaño similar (61) y que migran simultáneamente en los geles. Fragmentos proteolíticos
de IOFBPs (por ejemplo en suero de gestante) pueden ser detectados inmunológicamente,
pero no mediante “ligand blot’, debido a que estos fragmentos presentan menor afinidad
por el radioligando (108, 109). Finalmente, algunas IGBBPs, como IOFBP-6, que
presentan menor afinidad por IGF-I que por IGF-1I pueden no ser detectadas cuando la
membrana se incuba con IGF-I (61).
1.5. Planteamiento del tema
Factores nutricionales, genéticos y endocrinos, así como condiciones patológicas de
la madre durante el periodo gestante rigen el crecimiento en los mamíferos en periodos de
desarrollo (24). En concreto, el conocimiento de los factores endocrinos que intervienen
decisivamente en la regulación del crecimiento en etapas de inmadurez —fetal y lactante—
ha propiciado múltiples investigaciones. Ello es debido en buena parte a su interés en
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pediatría, y en general en clínica, a la hora de prevenir alteraciones del desarrollo que,
indudablemente, condicionarán la salud futura de los individuos en múltiples aspectos. En
periodo fetal los factores denominados por Gluckman ‘ambientales’ (24), que modulan el
ambiente en el cual se desarrolla el feto, influyen en su crecimiento en un 62%
aproximadamente, mientras que la implicación de los factores genéticos se estima en un
32% aproximadamente. Sin embargo, un 30%, aproximadamente, de los factores
ambientales, según el mismo autor, nos son aún desconocidos.
Los factores de crecimiento similares a insulina (1GB- y II) son polipéptidos que tienen
una gran similitud estructural con la proinsulina (8). En etapa postnatal IGF-I (o
somatomedina C) se produce fundamentalmente en hígado por efecto de la OH; sin
embargo, en periodo fetal su secreción es independiente de esta hormona (22, 23, 24). Las
acciones de los IGFs están mediadas por receptores específicos, y ambos polipéptidos
circulan en sangre unidos a proteínas ligadoras específicas (IGFBPs), de las cuales se
conocen seis formas. No se conoce exactamente la función biológica de estas proteínas
ligadoras, pero se cree que modulan la disponibilidad y actividad biológica de estos
factores de crecimiento (61, 62). En animal adulto la proteína ligadora más abundante es
IGFBP-3, que se detecta en suero formando complejos de alto peso molecular, mientras
que en periodos de inmadurez la proteína ligadora cuantitativamente más importante es la
IGFBP-2 (169, 171). Este hecho, junto con el distinto patrón ontogénico de los péptidos
y sus receptores, apuntan a una distinta función y regulación de dichos factores en ambos
periodos. También la insulina tiene un papel relevante como moduladora del crecimiento
en periodos de inmadurez (141) pero se desconoce la interacción que indudablemente
existe entre los LOE y la insulina, y en general entre dichos factores y la homeostasis
glucídica.
Existe una abundante literatura que pone de manifiesto que tanto los IGFs como sus
proteínas ligadoras se regulan por los nutrientes (208), aunque los mecanismos no se
conocen totalmente. La mayor parte de los estudios sobre la incidencia de situaciones de
restricción dietética sobre los niveles de IGFs y sus proteína ligadoras en etapas de
inmadurez en la rata han sido realizados por separado, bien en periodo fetal, bien en
periodo neonatal, empleando además para ello modelos de restricción dietética establecidos
en condiciones diversas. La subnutrición provoca en el organismo vivo una situación de
adaptación que varía en función de circunstancias como la duración, intensidad y momento
en que se instaure la restricción alimentaria. Creemos que sólo en un mismo modelo con
condiciones estandarizadas, tal y como el que se utiliza en este trabajo, se podrán
comparar las diferentes adaptaciones y los equilibrios que se establezcan en etapa fetal y
neonatal como respuesta a la situación de restricción alimentaria.
Otra situación que ha sido descrita en la literatura acompañada de un descenso en los
niveles de IGBs circulantes es la diabetes (39). El interés de este hecho es grande, ya que
-69-
en la diabetes, por la deficiencia de insulina, se produce una especie de subnutrición
celular en los tejidos. Por otra parte los estudios de las alteraciones de IGBs y sus
proteínas ligadoras en periodo fetal (en el cual, como se ha dicho, su secreción no depende
de OH) o en etapa neonatal, en la cual los niveles de 01-1 se encuentran muy disminuidos
por efecto de la subnutrición (258), permitirá conocer la modulación que en dicha
secreción ejercen la insulina y los nutrientes.
En este trabajo se estudian, creemos, por primera vez, los niveles de IGBs y sus
proteínas ligadoras en periodo fetal y neonatal en un mismo modelo de subnutrición que
se comienza el día 16 de gestación. Conviene resaltar que esta etapa de comienzo es en
sí misma importante si se considera el papel de la insulina y los IOBs en la regulación del
crecimiento del embrión y el feto. Así mismo, los resultados obtenidos en el modelo de
subnutrición en etapa fetal y lactante se comparan con los que se obtienen en un modelo
de diabetes provocado inyectando STZ intraperitonealmente a la ratas gestantes el día 16
y a neonatos el día 4 de vida postnatal. En ambos modelos se determinaron la glucemia,
los niveles de insulina (por RíA), así como IGF-I (por RIA) e 1GB-II (por RRA) en suero.
Las proteínas ligadoras en suero se analizaron mediante “Western ligand blot” y “Western
immunoblot’. A fin de obtener una aproximación del papel de los receptores en los
cambios observados en los niveles de IGBs con ambos modelos, efectuamos estudios de
ligamiento de IGF-I y II en preparaciones de membrana plasmática de diversos tejidos.
La finalidad de este trabajo es doble. Por una parte se pretende aportar conocimientos
acerca de hasta qué punto los nutrientes y la insulina modulan la secreción de IGFs en
etapas inmaduras. Por otra parte se trata de establecer la correlación, si existe, entre estos
factores y sus proteínas ligadoras y crecimiento. Para valorar mejor la influencia de la
insulina y los nutrientes en las alteraciones encontradas en los estudios anteriores, se
realizaron estudios de rehabilitación tanto en ratas neonatales como adultas. En una serie
de experimentos se realimentaron ratas sometidas a subnutrición desde la etapa gestante,
y en otra se administró insulina a ratas a las que previamente se les había provocado un
estado de diabetes por STZ. Finalmente, en la misma línea, y con el propósito de verificar
si los nutrientes son realmente más decisivos que la insulina en la regulación de los
cambios que se producen en IGF-1 en la subnutrición y la diabetes, se efectuó un estudio
combinado de ambas situaciones, diabetes y subnutrición, en ratas adultas. En todos estos
experimentos se determinaron la glucemia, los niveles séricos de insulina e IGBs, y se
analizaron las proteínas ligadoras del suero.
Estos estudios, además de la aportación de conocimientos básicos en etapas de
desarrollo, tienen un gran interés en clínica. Por una parte permitirán establecer las
condiciones ambientales —nutricionales--- idóneas de la madre gestante y neonato en
momentos de desarrollo. Por otra parte el conocimiento de los mecanismos por los cuales
los nutrientes controlan la síntesis de IGFs y regulan su transporte a los tejidos (a través
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de las IGFBPs) permitirá en el futuro el empleo de dichos factores en la terapéutica de
estados catabólicos diversos.
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2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Animales y tratamientos
A lo largo del presente trabajo se han utilizado ratas de raza Wistar obtenidas del
propio criadero del Instituto de Bioquímica, ubicado en el Departamento de Bioquímica
y Biología Molecular II de la Facultad de Farmacia (Univ. Complutense). Ello ha
permitido ejercer un estricto control de las condiciones nutricionales y generales de estas
ratas, tanto en las etapas gestacional y lactante como, posteriormente, en la adulta.
En el mencionado criadero existe un acondicionador de temperatura que mantiene esta
variable ambiental constantemente entre 22 y 24 ‘C. Por otra parte, gracias a un reloj
controlador, las ratas estan sometidas a un ciclo de luz/oscuridad automático, iluminándose
la estancia a las 7.00 h y oscureciéndose a las 19.00 h.
El inicio de la gestación fue establecido mediante la observación, por frotis, de la
presencia de espermatozoides en la vagina de la rata (180-200 g) al día siguiente de su
apareamiento con el macho (300-400 g); dicha condición se confirmé a los 14 días por
palpación abdominal. El día del nacimiento (día O de vida) todas las camadas se igualaron
a 8 crías, con un número equivalente de machos y hembras. Las ratas se destetaron el día
25 de vida y fueron agrupadas por sexos en jaulas con 4 animales.
2.1.1. Composición de la dieta general.
El alimento suministrado fue la dieta de mantenimiento A.04 de Panlab S.L.
(Barcelona); se presenta en forma de porciones prensadas cuya composición, en gramos
por ciento, es la siguiente:
Proteína bruta 17,62
Materias grasas brutas 2,50
Celulosa bruta 4,05
Cenizas brutas 4,38
Almidón 43,30
Calcio 0,66
Fósforo 0,49
Sodio 0,14
Humedad 10,54
El resto de los ingredientes está constituido por una mezcla de minerales y vitaminas.
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Considerando las cifras convencionales de equivalencia calórica de los tres principios
inmediatos (4,1 kcal/g para los glúcidos y prótidos y 9,0 kcal/g para los lípidos) la mezcla
descrita posee un valor de 2,73 kcal/g.
2.1.2. Modelo de subnntrición desde la etapa gestante.
En función de la cantidad de alimento consumido por las ratas se definieron dos
grupos experimentales:
a) Ratas control
Las ratas control procedían de progenitores alimentados cid lihitum en todo momento
con el pienso descrito. Las controles-lactantes fueron amamantadas por ratas que
dispusieron siempre de pienso libremente; las controles-adultas recibieron ellas mismas este
tipo de dieta a partir del destete.
b) Ratas subnutridas
El modelo de subnutricién consistió en una limitación de un 30 a 40% en la cantidad
de pienso suministrado diariamente a las ratas (278); en consecuencia, la subnutricidn
derivé de una deficiencia dietética proteico-energética. La limitación se inició durante la
última fase de la gestación, continuándose a lo largo de la lactancia y tras el destete. Por
lo tanto, durante las dos primeras etapas mencionadas la restricción se aplicó a la gestante
y a la madre, y así la deficiencia nutricional en el feto y en la rata lactante fue indirecta,
resultante de la carencia materna; a partir del destete, una vez separadas las crías de la
madre, la restricción se continué directamente en éstas.
La cantidad de pienso suministrada varió a lo largo de las tres etapas que se están
considerando —gestación, lactancia y período posterior al destete—, concretándose en la
siguiente pauta:
1.- Gestación. A partir del día 14 o 16 de la gestación, las ratas preñadas recibieron
diariamente 10 g de pienso, hasta el día del parto.
la
l
2.- Lactancia. Durante , 7 y 3$ semana de la lactancia se proporcionó a las ratas
madres, respectivamente, 15, 20 y 25 g diarios de pienso; durante los tres días siguientes
(los inmediatamente previos al destete) se les suministré 30 g por día y camada.
3.- Etapa posterior al destete. A partir del día 25, en el que las crías fueron separadas
de la madre, y hasta la edad adulta, se fijó una pauta de subnutrición mediante la cual las
ratas recibieron el 30-40% de la comida ingerida cid tibitum por las controles.
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2.1.3. Pauta de realimentacién.
2.1.3.1. Ratas neonatales.
Una camada de ratas de 8 días subnutridas desde el día 16 de gestación recibió pienso
att libitum hasta los 14 días. Tanto la subnutrición como la realimentación fueron
indirectas, a través de la madre lactante. Las crías fueron sacrificadas por decapitación,
recogiéndose muestras de sangre y tejidos según se detalla más adelante. También se
recogieron muestras de ratas subnutridas y controles alimentadas att libitum de 8 y 14 días
de vida.
2.1.3.2. Ratas adultas.
Se emplearon ratas macho de 75 días de vida. Un grupo de 6 ratas sometidas a
subnutrición según el modelo descrito más arriba recibió pienso att libitum durante 6 días.
Otro grupo de ratas subnutridas continué con la pauta de restricción durante el mismo
periodo de tiempo. Finalmente, como control se tomó un grupo de ratas que no habían
sido sometidas a ningún tipo de restricción dietética a lo largo de su vida. Transcurridos
los 6 días los animales fueron sacrificados por decapitación, recogiéndose muestras de
sangre y tejidos según se detalla más adelante.
2.1.4. Modelo de diabetes por estreptozotocina.
Provocamos un cuadro de diabetes mellitus en la rata mediante la administración por
vía intraperitoneal de una solución de estreptozotocina (STZ) (amablemente suministrada
por Upjohn Farmoquimica, S.A., Madrid) en tampón citrato 0,05 M pH 4,5. La
comprobación del estado de diabetes se llevó a cabo mediante la determinación de la
glucemia como se detalla más adelante. Posteriormente se corroboré con la medición de
la concentración sérica de insulina.
Las dosis administradas fueron las siguientes: rata gestante 4,5 mg/lOO g peso el día
14 o 16 de gestación; neonatos y adultos 7 mg/lOO g peso.
2.1.5. Pauta de tratamiento sustitutivo con insulina.
En un experimento previo se sometieron a prueba tres tipos de insulina de acción
lenta, todas ellas suministradas amablemente por Novo Nordisk Pharma S.A. (Madrid).
Estas insulinas fueron Ultratarcú HM (humana monocomponente cristalina), Mixtard HM
30/70 (humana monocomponente, 30% cristalina y 70% isofánica) y Lente
(monocomponente de páncreas porcino y bovino). De todas ellas la única que se mostró
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eficaz para normalizar la glucemia en ratas adultas tratadas con STZ fue la insulina Lente.
Esta insulina es una mezcla constituida por un 30% de insulina de páncreas porcino en
estado amorfo y un 70% de insulina de páncreas bovino en forma cristalina, y según las
especificaciones del fabricante su acción comienza a las 2,5 horas, alcanza un máximo de
7 a 15 horas y finaliza a las 24 horas.
La insulina se administré por vía subcutánea repartida en dos dosis, una por la mañana
(9.00 h) y otra por la tarde (18.00 h). Las dosis administradas y la pauta concreta de
tratamiento se determinaron previamente por tanteo, considerándose adecuada la dosis
capaz de mantener la glucemia en un rango normal (80-120 mg/lOO mí); estas dosis se
especifican más adelante.
2.1.5.1. Ratas neonatales.
Se emplearon tres camadas de ratas lactantes de 14 días de edad; dos de ellas
recibieron STZ y la tercera sirvió como control. Al tercer día se comprobó el estado de
diabetes en los animales inyectados, recibiendo una de las camadas tratamiento con
insulina por vía subcutánea a razón de 3 UI/l00 g peso/día durante 5 días. Esta dosis se
repartió en dos mitades, una por la mañana y otra por la tarde. Se efectuaron mediciones
de la glucemia diariamente, antes de administrar la insulina, para comprobar la evolución
del tratamiento. Al final del tratamiento los animales fueron sacrificados por decapitación,
recogiéndose muestras de sangre y tejidos según se detalla más adelante.
2.1.5.2. Ratas adultas.
Se emplearon ratas macho con un peso corporal en un rango de 180 a 220 g. Se
establecieron tres grupos de 6 animales cada uno; dos grupos recibieron STZ y un tercero
sirvió como control. El procedimiento de comprobación del estado de diabetes, al tercer
día de la inyección de STZ, así como la pauta de tratamiento, fueron los mismos que para
las ratas neonatales. Al final del tratamiento los animales fueron sacrificados por
decapitación, recogiéndose muestras de sangre y tejidos según se detalla más adelante.
2.1.6. Realirnentación y tratamiento con insulina de ratas adultas subnutridas y
diabéticas.
Se utilizaron varias poblaciones de ratas macho normales de un rango de peso corporal
de 180 a 220 g. Las poblaciones de ratas subnutridas (poblaciones 5) recibieron 7 g de
alimento/día (repartidos en dos mitades, una por la mañana y la otra por la tarde) durante
7 días, en que a 3 de estas poblaciones se les inyecté intraperitonealmente una dosis de
STZ de 7 mg/lOO g de peso.
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A los tres días de la administración de la STZ (día 10 del experimento) se determiné
la glucemia y se sacrificó una de estas poblaciones (ratas subnutridas diabéticas, población
SD); de las otras dos, una recibió insulina (1 UI/100 g peso/día) por vía subcutánea y
continué siendo subnutrida (población SD+I), mientras que la otra recibió insulina (3
UI/100 g peso/día) por vía subcutánea y alimento ad libitum (población RD+I). Se
determiné diariamente la glucemia antes de administrar la insulina a fin de comprobar la
evolución del tratamiento. El tratamiento con insulina duró 5 días, al término de los cuales
(dfa 14 del experimento) los animales fueron sacrificados por decapitacién, recogiéndose
muestras de sangre y tejidos según se detalla más adelante. Se obtuvieron muestras también
de ratas subnutridas (poblaciones 5) y controles alimentadas att libitum (poblaciones C) de
los días 10 y 14. No hubo supervivencia de ratas subnutridas diabéticas hasta el día 14 del
experimento.
2.1.7. Recogida dc muestras.
2.1.7.1. Recogida y conservación de muestras de rata neonatal y adulta.
Se obtuvieron muestras de sangre del tronco tras decapitación del animal. Los
sacrificios se efectuaron generalmente entre las 9 y las 11 horas. La sangre se recogió en
tubos Eppendorf y se dejó coagular en hielo durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo
los tubos se centrifugaron durante 5 minutos a 12.000 rpm (Microfuge 11, Beckman); el
suero se trasvasé a otra serie de tubos Eppendorf, que se conservaron a -80 “C hasta su
análisis.
Inmediatamente después de la decapitacién se extrajeron las muestras de tejidos
(hígado y cerebro), se sumergieron en nitrógeno liquido y posteriormente se conservaron
a -80 “C hasta su procesamiento posterior.
2.1.7.2. Recogida y conservación de muestras de fetos y gestantes.
La recogida de muestras de suero y tejidos de fetos se llevó a cabo bajo anestesia por
éter de la rata gestante. Una vez anestesiada la rata se efectué una incisión abdominal y
tras abrir los cuernos uterino se expusieron los fetos uno a uno. Sin seccionar el cordón
umbilical se efectuó una incisión en un costado (fetos de 1’7 y 18 días) o en una axila (fetos
de 19 y 21 días) y mediante una pipeta Pasteur se aspiró la sangre y se trasvasé a tubos
Eppendorf. A fin de obtener suficiente cantidad de muestra para varias determinaciones,
fue necesario reunir en uno o dos tubos la sangre de los fetos de una camada a 17 y 18
días; a 19 y 21 días se reunió la sangre de 2 o 3 fetos. El procesamiento posterior de la
sangre fue idéntico al que se siguió con la de neonatos y adultos. Finalmente, se seccioné
el cordón umbilical y se extrajeron rápidamente el hígado, el cerebro y la placenta, que
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se sumergieron inmediatamente en nitrógeno líquido y se conservaron posteriormente a -80
0C.
Terminada la recogida de muestras fetales se obtuvo sangre de la rata gestante por
punción cardiaca.
2.1.7.3. Preparación de suero patrón de rata.
El suero patrón de rata es un “pool’ de suero de ratas macho adultas que empleamos
para la puesta a punto de algunas técnicas. Para prepararlo recolectamos la sangre del
tronco de 35 ratas macho adultas de 289 7 + 32,3 g de peso, sacrificadas por
decapitación. Esta sangre se dejó coagular durante 30 minutos en hielo y a continuación
se centrifugaron los tubos durante 10 minutos a 5000 rpm (Labofuge A, Heracus). Los
sueros se reunieron en un recipiente y el “pool” resultante se dividió en alícuotas que se
conservaron a -80 0C.
2.1.7.4. Recogida y conservación de las muestras de hígado de rata adulta para RRA.
Para la preparación de membrana particulada de hígado de rata se sacrificaron 20 ratas
macho adultas de 354,0 + 26 0 g de peso. Inmediatamente se extrajo el hígado, se
escurrió en papel de filtro y se sumergió en nitrógeno líquido. Se obtuvieron así 210 g de
hígado que se conservaron a -80 0C hasta e] momento de su procesamiento.
2.1.7.5. Otras muestras.
El suero humano normal empleado en Ja puesta a punto de algunos métodos fue
suministrado amablemente por la Escuela de Análisis Clínicos de la Facultad de Farmacia.
El suero de conejo normal empleado como control en el “Western immunoblot” de
IGFBPs fue proporcionado por el Departamento de Parasitología de la Facultad de
Farmacia.
2.2. Métodos de separación de las IGFBPs
Se evaluaron tres procedimientos de separación de las IGFBPs del suero previamente
a la determinación de la concentración de IGF-I y II mediante RIA y RRA,
respectivamente. Estos procedimientos son la filtración en gel en medio ácido (267), la
extracción en ácido-etanol con crioprecipitación (279) y la extracción en ácido fórmico-
acetona (271).
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que en medio ácido (condiciones en que empleamos las columnas) se adhiere al Sephadex
y a su vez los IGFs se adhieren al azul de dextrano. En consecuencia, se empleé albúmina
sérica bovina (BSA), que por su peso molecular (67 kDa) aparece en un volumen de
elución inferior tanto al de los lGFs como al de sus proteínas ligadoras. Para determinar
el volumen total de la columna empleamos dicromato potásico, que tiene un peso
molecular de 294,2 Da. Para la calibración empleamos también insulina, que por su peso
molecular (— 6000 Da) eluye entre la albúmina y el dicromato potásico).
Se preparó una solución constituida por ESA 10 mg/ml y 4 UI de insulina/ml en
eluyente, a la que añadimos unas gotas de solución de dicromato potásico en agua
destilada. Se aplicó a cada columna una alícuota de esta solución y se filtré a un flujo
aproximado de 4 ml/hora, recogiéndose fracciones de unos 3 ml. A continuación, en un
espectrofotómetro, se leyó la absorbancia a 280 nm de cada una de las fracciones frente
al eluyente como blanco.
2.2.1.3.2. Calibración mediante RíA.
Para determinar con exactitud en qué fracciones eluyen tanto los IGFs como sus
proteínas ligadoras una vez separadas, se filtré una alícuota de 1 ml de suero patrón y se
efectué un RíA con cada una de las fracciones una vez liofilizadas y reconstituidas.
La filtración se efectué en las mismas condiciones empleadas después con las muestras
de suero. Se recogieron fracciones de aproximadamente 2 mi; el contenido de cada
fracción, fue trasvasado a viales de vidrio para su liofilización, y los viales con el
liofilizado se conservaron a -20 0C hasta su análisis. Posteriormente cada fracción se
resuspendió en tampón de RíA y se analizó por duplicado según se detalla en 2.4.2. En
un mismo ensayo se analizaron las fracciones de las tres columnas.
En la figura 2.1. se muestra el resultado de la calibración mediante RíA de una
columna de Sephadex~ 6-50. Este resultado es representativo de las tres columnas que
empleamos para la filtración de los sueros. En la parte superior de la gráfica se señalan
los volúmenes de elución de BSA (y
0), insulina (V1~~) y dicromato potásico (VJ
determinados previamente por espectrofotometría. El perfil de elucién del suero patrón
muestra claramente dos picos de inmunorreactividad de IGF, el primero de los cuales
corresponde a las proteínas ligadoras de IGF (IGFBP) y el segundo a RIF. En las tres
columnas lOE eluye con un K4~ de 0,22. El hecho de que aparezca un pico de
inmunorreactividad de lOE en una serie de fracciones en las que estos péptidos están
ausentes (pico IGFBP) da idea del grado de interferencia de las proteínas ligadoras al
competir con el antisuero por su unión al radioligando.
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De acuerdo con este resultado, de todas las muestras que sometimos a filtración en gel
hemos reunido las fracciones 41 a 57 para su postenor procesamiento.
2.2.1.4. Filtración de los sueros.
Primeramente se diluye la muestra de suero en la proporción 1:1 en una solución de
ácido acético 2 M en agua destilada, de modo que la concentración final de ácido acético
en la muestra es 1 M; esta mezcla se deja durante una hora a temperatura ambiente con
el objeto de permitir la disociación de los complejos RIF-proteínas ligadoras.
A continuación se aplica la muestra a la columna y se somete a filtración a un flujo
aproximado de 4 mI/hora, empleando como eluyente una solución de ácido acético 1,0 M
y NaCí 0,02 M en agua destilada. Las fracciones correspondientes a IGF se reúnen y se
liofilizan. El liofilizado se resuspende en tampón de RíA y se reparte en alícuotas, que se
conservan a -20 0C hasta su análisis.
2.2.1.5. Recuperación de IGF filtrado.
La finalidad de esta prueba es evaluar la proporción de 1GB que se recupera después
el proceso de filtración en gel y liofilización. Empleamos para ello muestras de suero
patrón a las que habíamos añadido una alícuota de ‘251-IGF-I recién marcado de
aproximadamente 100.000 cpm. Tras someter las muestras a todo el proceso descrito
anteriormente, se conté una alícuota del extracto resultante. El tanto por ciento de 1GB
recuperado se calculé como la relación entre las cpm recuperadas y las cpni aplicadas a
la columna (corregidas según la tasa de desintegración del isótopo). El porcentaje de
recuperación obtenido en nuestras columnas fue del 75 7 + 6 4% (n 6). El coeficiente
de variación intraensayo para este procedimiento fue de 5,4% (n 6).
2.2.2. Extracción en ácido fórmico-acetona.
2.2.2.1. Procedimiento.
La extracción en ácido fórmico-acetona se lleva a cabo en tubos de microcentrífuga.
A cada muestra de suero se le añade una alícuota de una solución de ácido fórmico 8,0 M
con Tween-20 al 0,5% (y/y) preparada extemporáneamente. Se agitan los tubos y a
continuación se añade acetona, se tapan y se agitan nuevamente. Inmediatamente se
centrifugan durante 15 minutos a 3500 Xg a 4 0C. Los sobrenadantes se trasvasan a otra
serie de tubos y finalmente se diluyen en tampón de RíA para su análisis.
Tanto el precipitado como el extracto de cada muestra se conservan a -20 0C para el
posterior análisis de las proteínas ligadoras de 1GB mediante “Western liganó blot”.
-81-
yo
1~
40 V y
IGF frs t
4 1
50 -
60 -
70
o
m 80-
m
90 -
100
_____~V~~T~T -—V---rVT ¡
15 25 35 45 55 65 75 85 95 105
Fracción
Figura 2.1. Calibración de una colwnna de Sephadex G-3O mediante radio-
inmunoanólisis. La muestra empleada Jiie una alícuota de 1 ml de suero patrón de rata.
Se determinó el tanto por ciento de ligamiento específico de IGF-I de cada fracción. En
la parte superior se indican los volúmenes de elución de BSA (Y0), insulina (Vfr§ y
dicromato potásico (1/e).
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2.2.2.2. Recuperación de IGF en el extracto.
El porcentaje de recuperación de una alícuota de aproximadamente 10.000 cpm de 1231
IGF-I añadida a una muestra de suero patrón sometida a este procedimiento de extracción
fue del 80,1 + 2 0% con un coeficiente de variación de 2,5% (n 8).
2.2.3. Extracción en ácido-etanol con crioprecipitación.
2.2.3.1. Procedimiento.
La extracción en ácido-etanol se lleva a cabo en tubos de microcentrífuga. A cada
muestra de suero se le añade mezcla ácido-etanol (ácido clorhídrico 2 M y etanol absoluto
en la proporción 12,5:87,5 y/y), se agitan cuidadosamente los tubos y se dejan en reposo
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se forma un ligero precipitado. A
continuación se centrifugan durante 30 minutos a 3000xg a 4 0C, los sobrenadantes se
transfieren a otra serie de tubos limpios y los precipitados se conservan. Se añade entonces
Tris base 0,86 M a los tubos con el sobrenadante, se agitan cuidadosamente y se guardan
en el congelador (-20 0C) durante 1 hora. Transcurrido este tiempo se centrifugan durante
30 minutos a 3000x
8 a 4
0C, el sobrenadante se trausvasa a otra serie de tubos limpios
y el segundo precipitado se conserva. Se deja entonces que los extractos tomen la
temperatura ambiente y finalmente se diluyen, para su análisis, en mezcla P/AE/Tris
(constituida por tampón fosfato 0,01 M, mezcla ácido-etanol y Tris base 0,86 M en la
proporción 1:4:2 en volumen).
Tanto los precipitados como el extracto de cada muestra se conservan a -20 0C para
el posterior análisis de las proteínas ligadoras de IGF mediante ‘Western ligand blot”.
2.2.3.2. Recuperación de LGF en el extracto.
El porcentaje de recuperación de una alícuota de aproximadamente 10.000 cpm de 1251.
IGF-I añadida a una muestra de suero patrón sometida a este procedimiento de extracción
fue del 78,6 + 1 3% con un coeficiente de variación de 1,7% (n = 8>.
2.3. Marcaie radiactivo de IGF-I y 11
2.3.1. Principio.
Nos propusimos establecer un protocolo de marcaje que nos permitiera obtener
péptidos con suficiente radiactividad específica, y a la vez sin merma de la actividad
biológica, como para proporcionar una adecuada sensibilidad a los métodos de
cuantificación de RIF en nuestras muestras. Para el marcaje radiactivo de IGFs se empleó
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una modificación del método de la cloramina-T (280). Este método es, con mucho, el más
ampliamente utilizado para el marcaje de pequeñas cantidades de proteína con una alta
radiactividad específica para su uso como radioligando en el radioanálisis competitivo.
La reacción química que tiene lugar es la oxidación del Na’251 en presencia de una
proteína que contiene residuos de tirosina, con la subsiguiente incorporación del radioyodo
en estos residuos. La cloramina-T es la sal sódica del derivado N-monocloro de la p-
tolueno sulfonamida. En solución acuosa se degrada lentamente formando ácido
hipocloroso; es, por tanto, un agente oxidante. En presencia de cloramina-T en condiciones
ligeramente alcalinas (pH 7,5> el Nal es oxidado, formando yodo catiénico, 1~, el cual
reacciona con el anillo fenólico de la cadena lateral de la tirosina, incorporándose en
posición orto respecto del grupo hidroxilo.
El proceso se detiene por dilución de la mezcla de reacción en presencia de una alta
concentración de ESA; con ello se alteran las condiciones de la reacción y se desvía la
incorporación de 1251 hacia la BSA, proteína fácil de separar posteriormente de la mezcla
por su elevado peso molecular respecto al RIF.
El siguiente paso es la separación de la proteína marcada del yodo radiactivo no
incorporado, así como de la albúmina que haya podido resultar marcada. Esto se consigue
fácilmente mediante filtración en gel (Sephade0 G-50).
2.3.2. Material y reactivos.
Las hormonas que empleamos en los marcajes son rhIGF-I y rhlGF-1I (IGF-1 y II
humano recombinante) de Boehringer Mannheim (Leverkusen, Alemania), en forma de
liofilizado. Los mismos péptidos se emplean para la elaboración de la curva patrón en el
RíA y en el RRA. El liofilizado se reconstituye con ácido acético 0,1 M; se toma una
alícuota y se deseca en un tubo de ultracentrífuga.
El yodo radiactivo se obtuvo de Amersham (Amersham Ibérica 5. A., Madrid>. Se
presenta en forma de Na’251 a una concentración de 100 mCi/ml.
Para la filtración en gel se prepararon columnas de Sephadex 0-50 fine equilibradas
antes del marcaje, bien con tampón fosfato 0,03 M, ESA al 0,25% (p/v) y azida de sodio
al 0,02% (p/v) (para el marcaje de IGF-1), bien con ácido acético 1,0 M y ESA al 0,25%
(p/v) (para el marcaje de lCr-II).
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2.3.3. Procedimiento.
Todo el proceso de marcaje tiene lugar a temperatura ambiente. La reacción se lleva
a cabo en el mismo tubo de ultracentrífuga en el que se ha desecado el péptido, el cual se
resuspende en tampón fosfato 0,5 M. A continuación se añade la solución de Na’251 y se
agita. Se añade entonces la solución de cloramina-T (0,25 mg/ml en tampón fosfato 0,01
M) recién preparada y se agita el tubo durante 30 segundos, tiempo en el que se produce
la reacción de yodación del péptido.
Para detener la reacción se añade:
- En el marcaje de IGF-l, una alícuota de solución de BSA al 5% (p/v) en tampón
fosfato 0,03 M.
- En el marcaje de RIF-II, una alícuota de solución de ESA al 5% (p/v) en ácido
acético 1,0 M
Se agita suavemente y todo el volumen se transfiere a la columna de Sephadex
previamente equilibrada con el tampón correspondiente. Este mismo tampón se emplea
para la filtración, a un flujo aproximado de 30 ml/hora.
Se recogen fracciones de 1 mí, y conforme van eluyendo se cuenta una alícuota de
cada una de ellas en el contador de radiactividad gamma Packard Autogamma 5650. A
continuación se representa el perfil de elución y se eligen las fracciones de interés, las
cuales se conservan congeladas a -20 0C divididas en alícuotas.
2.3.4. Cálculo del rendimiento y la actividad específica.
Por rendimiento se entiende el tanto por ciento del total de radiactividad presente en
el tubo de reacción que se incorpora al péptido, y se calcula como el cociente entre las
cpm en el pico de IGF-l o 1GB-II y las cpm totales eluidas de la columna. A continuación
se calcula la radiactividad incorporada al polipéptido, que se obtiene de multiplicar el
rendimiento por la radiactividad añadida al tubo de reacción, corregida a la fecha del
marcaje. Finalmente la radiactividad incorporada dividida por la masa de polipéptido
utilizada en el marcaje nos da la actividad específica, que expresamos en ~Ci/~g.
2.3.5. Perfil de elución de radiactividad tras el marcaje radiactivo de IGFs.
El perfil de elución obtenido tras el marcaje de IGF-I por el método de la cloramina-T
(Fig. 2.2.A) muestra tres picos de radiactividad. El primero de ellos corresponde a BSA
que resulta radioyodada en el momento de detener la reacción. El siguiente pico es el de
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elución de la hormona marcada, apareciendo en último lugar el yodo libre que no ha
llegado a reaccionar ni con la hormona ni con la BSA. El rendimiento obtenido en los
marcajes de IGF-I osciló entre el 34,0 y el 73,9% - El péptido marcado según nuestro
procedimiento tenía una actividad específica de 90-150 ~Ci/gg.
De manera análoga al marcaje de IGF-1, obtenemos en el marcaje de 1GB-II también
un perfil de elución (Fig. 2.2.B) con tres picos de radiactividad, correspondientes a BSA
e 1GB-II marcados y a yodo libre. El rendimiento obtenido en los marcajes de 1GB-II
osciló entre el 40,0 y cl 77,4%, alcanzando el péptido una actividad específica de 80-175
pCi/sg.
2.3.6. Repurificación del IGF-I marcado.
El IGF-I marcado conserva su actividad biológica (tanto en los RíAs como en los
experimentos de “Western ligand blot”> durante más de dos meses. No obstante, conforme
transcurre el tiempo se produce un aumento del ligamiento inespecífico en el RíA. Para
obviar este inconveniente efectuamos la repurificación de algunas fracciones resultantes del
marcaje. Con la repurificación se consigue separar la hormona marcada íntegra de la
deteriorada por la radiactividad y del yodo radiactivo desprendido del péptido.
La repurificación se llevó a cabo en las mismas condiciones en que se efectúa la
purificación tras el marcaje. La repurificación de una de las fracciones de 1251-IGF-I un
mes después del marcaje (generalmente efectuamos la repurificación a las cuatro semanas
del marcaje> proporcionó el perfil de elución que se muestra en la figura 2.3. Se aprecian
claramente tres picos, el mayor de los cuales corresponde a IGF-I marcado. El yodo libre,
desprendido de las moléculas de IGF-I marcado, eluye en último lugar, y supone un
15,2% de la radiactividad total eluida. El primer pico (5,5% de la radiactividad total) se
debe muy probablemente a polímeros de 1GB-!.
2.4. Determinación de la concentración sérica de hormonas mediante RíA
2.4.1. Principio del método.
El RíA es un caso particular del radioaná]isis competitivo, el cual se basa en una
reacción de competición entre un ligando determinado (L) y el mismo ligando marcado
radiactivamente (U) por la unión a un receptor específico (R). El grado de competición,
y por tanto la concentración, de] ligando que se quiere valorar, puede determinarse a partir
de los cambios en la concentración de ligando marcado libre o de complejo ligando
marcado-receptor, o bien, cuando el receptor es una enzima, en la inhibición de la
formación de un producto marcado radiactivamente (P):
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L+R -> U-R ~
+
L
II,
LR-> P
En el caso concreto del RíA la competición se establece entre un antígeno marcado
(en nuestro caso una hormona, IGF-I) y el mismo no marcado (“frío”) por la unión a un
anticuerpo específico, tal como se esquematiza a continuación:
Ag + Ac -~ Ag~-Ac
+
Ag
4
Ag-Ac
Esta reacción de competición tiene lugar durante la incubación de ambos antígenos con
el anticuerpo, produciéndose una unión de] antígeno marcado al anticuerpo en proporción
inversa a la cantidad de antígeno no marcado presente que lo desplaza de la unión.
A continuación se procede a separar el complejo inmunológico formado de la
radiactividad libre (es decir, que no forma parte de complejos Ag-Ac) y a valorar la
proporción de radiactividad ligada. Por comparación con la radiactividad ligada en
presencia de cantidades conocidas y crecientes (curva patrón) de antígeno no marcado
puede determinarse la concentración de éste en una solución problema.
Un punto importante es que en el RíA no se requiere la identidad biológica o química
entre la sustancia patrón y Ja que se quiere valorar. La validez del análisis se basa en la
identidad inmunorreactiva de patrones y desconocidos en su capacidad para competir con
la sustancia marcada.
Para que una sustancia determinada pueda ser valorada mediante RIA han de
cumplirse una serie de requisitos:
1. Que la sustancia sea o pueda hacerse inmunogénica, y que se disponga de suficiente
cantidad para inducir la producción de anticuerpos específicos contra la misma.
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2. Que sea posible marcaría con un isótopo radiactivo de forma que se consiga una
alta actividad específica sin merma de su actividad biológica.
3. Que se disponga de un método adecuado de separación de la radiactividad libre de
la ligada en forma de complejo Ag-Ac.
2.4.2. RíA de IGF-I.
2.4.2.1. Material y reactivos para el RIA de IGF-I.
Patrón. La hormona que empleamos como patrón es rhIGF-1 (IGF-I humano
recombinante) de Boehringer Mannheim, que se presenta en forma de liofilizado. Se
obtiene de E. colí y presenta una pureza > 95%. Esta misma hormona se emplea en los
marcajes.
Tampón de RíA. Está constituido por tampón fosfato 0,01 M pH 7,5 con NaCí 0,15
M y azida de sodio al 0,02% (p/v). Se le añade ESA al 0,5% (p/v). Este tampón se
empleó para diluir el patrón y las muestras (en el caso de muestras filtradas y extraídas
en ácido fórmico-acetona), el radioligando y el primer anticuerpo, así como para
reconstituir el Jiofilizado de las muestras sometidas a filtración en gel.
Radioligando. Se utilizó ‘251-IGF-I preparado según se detalla en 2.3. Se diluyó en
tampón de RíA para dar unas 8000 cpm/tubo.
Primer anticuerpo. Empleamos un antisuero policlonal (fracción globulínica) anti-IGF-
1 obtenido en conejos inmunizados con hIGF-I y el fragmento C-terminal (residuos 5-57).
Se adquirió de KabiGen AB (Estocolmo, Suecia) y se presenta en forma de liofilizado. En
el análisis se empleó diluido en tampón de RíA a un título de 1:1000; este título se había
determinado previamente como se detalla más abajo (2.4.2.2.).
Segundo anticuerpo. Utilizamos Pharmacia Decanting Suspension 3 (Pharmacia
Diagnostics, Uppsala, Suecia). Se trata de una suspensión de complejos de anticuerpos y
microsefarosa. Los anticuerpos se obtienen de oveja, y precipitan anticuerpos de conejo.
2.4.2.2. Titulación del antisuero anti-IGF-I.
La titulación del antisuero tiene como finalidad hallar la dilución más adecuada del
mismo que, proporcionando una buena sensibilidad al análisis, reduzca al máximo las
reacciones cruzadas con sustancias análogas a la que se quiere cuantificar.
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Para titular el antisuero se determinó el tanto porciento de ligamiento máximo (%B/T)
que sc alcanza con diluciones sucesivas de antisuero. Realizamos la titulación en un rango
de diluciones entre 1:400 y 1:12.800, en las mismas condiciones del RíA. A la vista del
resultado (Fig. 2.4.), elegimos para el RíA un título de 1:1000, con el cual se alcanzó
aproximadamente un 30% de ligamiento total; este título dio lugar a una dilución final del
antisuero de 1:3000 en los tubos de reacción del RIA.
2.4.2.3. Propiedades del antisuero anti-IGF-í.
Para determinar las propiedades cinéticas del antisuero anti-IGF-í empleado en el RíA
hicimos un análisis de Scatchard (Ver 2.8.6.) de una curva de desplazamiento de 1GW! en
el mismo rango de concentraciones de la curva patrón y en las mismas condiciones que se
emplean en el RíA (Fig. 2.5.).
La curva de desplazamiento presenta un trazado sigmoideo característico de las
reacciones antígeno-anticuerpo. La representación de Scatchard muestra un trazado
curvilíneo, como era de esperar en un antisuero policlonal, constituido por una mezcla de
anticuerpos con distinta afinidad por el antígeno. A partir del gráfico se determinaron las
constantes de afinidad de los sitios de unión de máxima y mínima afinidad, que fueron,
respectivamente 17,14 x i0~ M1 y 0,71 x i0~ M1, por tanto de un orden de magnitud
similar al de la afinidad de las IGFBPs por 1GB (Ver 1.1.3.2.>.
2.4.2.4. RíA de IGl’-! en muestras filtradas y extraídas en ácido fórmico-acetona.
El análisis se lleva a cabo en dos días. El primer día se dedica a la preparación de las
muestras (con extracción de las mismas si ha lugar), a la preparación de la curva patrón
y a la incubación de los reactivos. El segundo día se dedica a la separación de la
radiactividad libre y al contaje de los tubos. Salvo que se especifique lo contrario, todas
las operaciones tienen lugar a temperatura ambiente.
Además de los tubos correspondientes a la curva patrón y a las muestras se preparan
los tubos correspondientes a la radiactividad total (T), al ligamiento máximo (B
0) y al
ligamiento inespecífico (N).
La curva patrón abarca un rango de concentraciones de 33,33 a 0,03 ng/ml y se
analiza por duplicado. Tanto las muestras sometidas a extracción en ácido fórmico-acetona
como las sometidas a filtración en gel se valoran por duplicado a las diluciones
convenientes. A los tubos con las muestras y a los patrones se les añade sucesivamente la
dilución del antisuero y del radioligando, se agitan y se dejan incubar a 4 “C durante toda
la noche. Al día siguiente se añade la suspensión del segundo anticuerpo, se deja incubar
durante 30 minutos a temperatura ambiente y finalmente se añade agua destilada. Se
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centrifugan los tubos a lSOOXg a 4 0C durante 10 minutos, se descarta el sobrenadante
y se cuenta el precipitado durante 2 minutos en el contador de radiactividad gamma.
2.4.2.5. RíA de muestras sometidas a extracción en ácido-etanol.
El procedimiento es en todo análogo al que se sigue para las muestras filtradas y
extraídas en ácido fórmico-acetona, con la salvedad de que la curva patrón se prepara en
mezcla P/AE/Tris. Las muestras se analizan por duplicado a las diluciones convenientes,
que también se efectúan en mezcla P/AE/Tris.
2.4.2.6. Especificidad del RIA de 1GW!.
Como toda reacción inmunológica, las que tienen lugar en el RíA muestran un alto
grado de especificidad. No obstante, con frecuencia pueden observarse reacciones cruzadas
con antígenos muy relacionados. Una condición necesaria para que un RíA sea válido es
que el contenido hormonal aparente de una muestra desconocida no dependa de la dilución
a la cual se analiza. Para ello la muestra problema se debe analizar a varias diluciones y
comprobar que la curva de dilución de la muestra problema es superponible a la curva de
dilución de la hormona patrón.
2.4.2.6.1. Uso de un patrón heterólogo.
Debido a la gran similitud de las estructuras primarias de hiGF-I y rlGF-I ambas
hormonas pueden ser indistinguibles desde el punto de vista inmunoquimico. No obstante,
como los antisueros a menudo pueden distinguir entre hormonas que difieren en un solo
aminoácido, es esencial, antes de emplear hIGF-l como patrón para rIGF-I, comprobar la
reactividad de ambas hormonas.
Para ello se analizaron, en las condiciones habituales del RíA, diluciones seriadas en
tampón de RíA de rhlGF-I y de una muestra de suero patrón de rata sometida a filtración
en gel. En la misma prueba se analizaron diluciones seriadas de una muestra de suero
humano sometido también a filtración en gel. En la figura 2.6.A se aprecia el paralelismo
de la curva de desplazamiento del suero de rata con respecto a la curva de rhIGF-I, lo que
valida el empleo de este péptido como patrón en la determinación radioinmunológica de
la concentración de rIGF-l. Como era de esperar, la curva de desplazamiento de suero
humano es paralela a la de rhIGF-I.
2.4.2.6.2. Reacción cruzada con péptidos análogos.
Debido a la gran similitud en las estructuras primarias de los péptidos insulínicos entre
sí (KIF-1, IGF-II e insulina) es necesario descartar la interferencia de IGF-íI o insulina en
-94-
el RIA de IGF-1 o, en caso de que la hubiera, determinar en qué medida es aceptable el
error derivado de ella.
Para estudiar el grado de reacción cruzada de IGF-II e insulina en el RIA de IGF-I
se analizaron, en las condiciones habituales del RíA, diluciones seriadas de ambos péptidos
junto con rhIGF-I en tampón de RíA. La figura 2.6.B muestra las curvas de
desplazamiento de 1GB-! así obtenidas. Mientras que con insulina porcina no hay
desplazamiento aun a concentraciones 10~ veces superiores a la ED50 de la curva de IGF-I,
con IGF-1I se obtiene una curva de desplazamiento paralela a esta última. El porcentaje
de interferencia de IGF-ll en el RíA de IGP-I, calculado como la relación entre las ED50
de ambas curvas, es del 11,7%. A la vista de este resultado, los valores de IGF-I
obtenidos se corrigieron en función de la concentración de IGE-il presente en cada
muestra.
2.4.2.1. Variación intra e interensayo.
El coeficiente de variación intraensayo para las muestras analizadas mediante RíA tras
distintos procedimientos de separación de IGFBPs fue de 8,01 % para las muestras filtradas
en gel, 7,15% para las muestras extraídas en ácido fórmico-acetona y 7,94% para las
muestras extraídas en ácido-etanol.
El coeficiente de variación interensayo del RíA de IGF-I1 fue de 12,35%.
2.4.3. RíA de insulina.
2.4.3.1. Material y reactivos.
Para la determinación de la concentración de insulina en suero de rata empleamos un
“kit” especifico de Novo Nordisk A/S (Bagsvaerd, Dinamarca). Este “kit” consta de los
siguientes productos, que se suministran liofilizados:
Insulina de rata, que se utiliza como patrón. Es necesario utilizar esta insulina como
patrón en lugar de la insulina humana, ya que en caso contrario la sensibilidad es menor.
Insulina humana radioyodada en el residuo de tirosina A19, con una actividad
específica de 30 mCi/mg.
Antisuero ant/insulina porcina obtenido de cobaya.
Se requieren además los siguientes reactivos:
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Figura 2.6. Curvas de desplazamiento en el RÍA de IGF-I. En A las curvas se
obtuvieron con rhIGF-I y sueros de rata y humano filtrados. En B las curvas se
obtuvieron con rhlGF-I, rhIGF-lI e insulina porcina para evaluar el grado de
reacción cruzada de los dos últimos péptidos. Cada punto representa la media de
tres detenninaciones.
A
100
8O~
60-
rhIOF-I
suero de rata
suero hun,sno
o
02
02
40-
20-
o
0,01 100
120
100
so
—eo
o
02
a
60
40
t rhIGF-I
20 -u- rhIGF-It
—~ risujina (LJM>
o
nM
102
FAM. Es un tampón fosfato 0,04 M pH 7,4 suplementado con BSA (Sigma “RíA
grade’) al 0, 1 % (p/v) y mertiolato sódico. Se emplea para diluir el antisuero y el
radioligando.
FAM sódico. Es el tampón anterior al que se añade NaCí para hacerlo isotónico y BSA
al 6% (p/v) para imitar la concentración proteica del suero. Se emplea para la preparación
de la curva patrón y para diluir las muestras de suero en caso necesario.
Mezcla etanol-RAM. Consta de un 96% (y/y) de etanol al 96% y un 1,8% (y/y) de
FAM en agua destilada. Se emplea para lavar el precipitado.
2.4.3.2. Procedimiento del análisis.
El análisis se lleva a cabo en dos días. El primer día se dedica a la preparación de las
muestras, a la preparación de la curva patrón y a la incubación con exceso de antisuero.
El segundo día se añade el radioligando y tras un breve periodo de incubación se separa
la radiactividad libre y se cuentan los tubos. El análisis se efectúa en frío hasta el momento
de la separación de la radiactividad libre.
Además de los tubos correspondientes a la curva patrón y a las muestras se preparan
los tubos correspondientes a la radiactividad total (T), al ligamiento máximo (B0) y al
ligamiento inespecífico (N).
La curva patrón abarca un rango de concentraciones de 1,33 a 0,04 ng/ml y se analiza
por duplicado, al igual que las muestras. A los tubos con las muestras y a los patrones se
les añade la dilución del antisuero, se agitan y se dejan incubar a 4 ‘C durante 20 a 24
horas. Al día siguiente se añade la dilución de radioligando y se deja incubar durante 4
horas a 4
0C. Transcurrida esta incubación se añade etanol al 96% para provocar la
precipitación del complejo inmunológico, se agitan los tubos y se centrifugan a 2000Xg
durante 10 minutos. Se descarta el sobrenadante y se lava el precipitado en mezcla etanol-
FAM; tras una nueva centrifugación se elimina el sobrenadante, se redisuelve el
precipitado en NaOH 0,OSN y se cuenta durante 2 minutos en el contador de radiactividad
gamma.
2.4.4. Cálculos.
Para calcular la concentración de 1GW! en las muestras se empleó un programa del
contador de radiactividad gamma. La curva patrón se construye según una representación
logit. En este tipo de representación se señala en ordenadas el logaritmo natural de la
concentración de hormona, y en abscisas la función logit de la proporción de ligamiento
B/B
0.
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Esta proporción se calcula según la fórmula:
E/E E~N
E0 - N
donde:
B = número de cpm del tubo (patrón o muestra) correspondiente;
= media del número de cpm de los tubos B~ (ligamiento máximo);
N = media del número de cpm de los tubos N (ligamiento inespecifico).
La función logit se calcula según la siguiente fórmula:
logit E/E0 = in E/E01 — (E/E0)
El programa calcula para cada muestra logit B/B0, interpola en la curva patrón la
concentración correspondiente y calcula la media de los duplicados. Finalmente el
resultado se multiplica por el factor de dilución que convenga en cada caso.
2.5. Determinación de la concentración sérica de IGl’-!! mediante RRA
2.5.1. Principio.
El RRA es, al igual que el RíA, un caso particular del radioanálisis competitivo. En
este caso la competición se establece entre una hormona (IGF-1I) marcada y la misma
hormona no marcada por la unión a un receptor específico.
Los receptores se obtuvieron a partir de hígado de rata adulta. Se sabe que en la rata
adulta este tejido presenta receptores de 1GB tipo II, y carece prácticamente de receptores
tipo 1 (Ver 1.5.1.); por centrifugación diferencial se consiguió una preparación de
membrana plasmática particulada enriquecida en receptores de IGF tipo II.
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2.5.2. Preparación de membrana plasmática paniculada de hígado de rata.
Todo el proceso de preparación de membranas se llevó a cabo en hielo o en la cámara
fría. Los hígados de rata, obtenidos según se detalla en 2.1.7.4., se homogeneizaron en
una solución de sacarosa 0,25 M con PMSF 0,5 mM, en la proporción de 3,5 ml/g de
tejido.
Una vez reunidos los homogenados se filtró todo ello a través de una gasa, y a
continuación se centrifugó a 600 Xg durante 10 minutos a 4 0C. Los sobrenadantes se
sometieron a una centrifugación a 17.000 Xg durante 30 minutos a 4 0C; los sobrenadantes
que resultaron de esta centrifugación se reunieron en una probeta, y se añadió NaCí y
MgSO
4~7H2O a la concentración final de 0,1 M y 1,0 M respectivamente. Una vez
disueltas las sales se efectuaron dos centrifugaciones a 40.000 xg durante 40 minutos a 40C; el precipitado resultante se resuspendió en tampón Tris-HCI 50 mM pH 7,7 y se
homogeneizó manualmente. A continuación se separó una alícuota, en la cual se efectuó
la determinación de la concentración de proteínas según el método de Lowry (Ver 2.6.2.).
Esta preparación se conservó a -80 0C repartida en alícuotas.
2.5.3. Evaluación de la preparación de membranas.
El objeto de esta prueba fue determinar la concentración de proteínas en la preparación
de membranas que proporciona una adecuada sensibilidad en el análisis
La preparación de membranas se analizó en un rango de concentraciones entre 10 y
0,25 mg de proteína/ml en las mismas condiciones del RRA. Estas concentraciones se
prepararon por diluciones en tampón Tris-HCI a partir de la preparación madre. Como
muestra la figura 2.7., el ligamiento específico de 1GB-II parece tender a un máximo, entre
30 y 40%, a partir de 10 mg de proteína/ml. Para las determinaciones de IGF-II hemos
escogido una concentración de proteínas de 1 mg/mí, que proporciona un 13,1% de unión
específica.
2.5.4. Material y reactivos.
Patrón. La hormona que empleamos como patrón es rhlGF-1I (IGF-I1 humano
recombinante) de Boehringer Mannheim, que se presenta en forma de liofilizado. Se
obtiene de E. cali y presenta una pureza > 95%. Esta misma hormona se emplea en los
marcajes.
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Figura 2.7. Efecto de la concentración de proteínas sobre el ligamiento de RiF-II en la
preparación de membranas de hígado de rata adulta. Cada punto representa la media de
tres determinaciones.
Tampón de RÍA. Este tampón se empleó para diluir el patrón y para reconstituir los
liofilizados de las muestras de suero sometidas a filtración en gel. Es el mismo tampón que
se utilizó en el RíA de IGF-1.
Tampón Tris-MCI. Se trata de una solución de Tris base 0,05 M con ESA al 0,5%
(p/v); una vez disuelta la albúmina se ajusta el pH a 7,7. Este tampón se empleó para
diluir la preparación de membrana y el radioligando, así como para el lavado de los tubos
tras la primera centrifugación.
Radioligando. Se utilizó ‘251-IGF-1I marcado según se detalla en 2.3. Se diluye en
tampón Tris-HCI para dar unas 10.000 cpm/tubo.
Membrana. La preparación de membrana se empleó diluida en tampón Tris-HCl a la
concentración de 1 mg proteína/mí, según se determinó previamente (2.5.3.).
2.5.5. Preparación de las muestras.
Las muestras de suero se analizaron una vez sometidas a filtración en gel, según se
detalla en 2.2.1.4., con la finalidad de separar las proteínas ligadoras de 1GB.
2.5.6. Procedimiento del análisis.
El análisis se lleva a cabo en dos días. El primer día se dedica a la preparación de las
muestras, a la preparación de la curva patrón y a la incubación de los reactivos. El
segundo día se dedica a la separación de la radiactividad libre y al contaje de los tubos.
Todo el análisis se efectúa en frío.
Se emplean tubos de microcentrífuga de 300 ¡tI. Además de los tubos correspondientes
a la curva patrón y a las muestras se rotulan los tubos correspondientes a la radiactividad
total (‘1’), al ligamiento máximo (I3~) y al ligamiento inespecifico o máximo desplazamiento
(N); este último se determina en presencia de un exceso de 1GB-II frío.
La curva patrón abarca un rango de concentraciones de 66,67 a 0,07 ng/ml y se
analiza por triplicado, al igual que las muestras. A los tubos con las muestras y a los
patrones se les añade sucesivamente la dilución del radioligando y de la preparación de
membranas, se agitan y se dejan incubar a 4 0C durante 20 horas. Al día siguiente se
centrifugan durante 10 minutos a 12.000 rpm (Microfuge 11, Beckman) y se aspira el
sobrenadante. El precipitado se lava con tampón Tris-HCI frío, se centrifugan los tubos
a 12.000 rpm durante 3 minutos y se aspira nuevamente el sobrenadante. Se cuenta el
precipitado en el contador de radiactividad gamma.
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2.5.7. Especificidad del RRA de IGF-II.
Análogamente a lo que sucede en el RíA, también la interacción entre un ligando y
su receptor de membrana es altamente específica. Igualmente, es posible observar
reacciones cruzadas con ligandos que presentan una estructura muy similar, por lo que las
observaciones hechas en 2.4.2.6. son igualmente válidas aquí.
2.5.7.1. Uso de un patrón heterólogo.
Se analizaron, en las condiciones habituales del RRA, diluciones seriadas en tampón
de RIA de rhIGF-II y de una muestra de suero patrón de rata sometida a filtración en gel.
En la figura 2.8.A se aprecia el paralelismo de la curva de desplazamiento del suero de
rata con respecto a la curva de rhIGF-JI, lo que valida el empleo de este péptido como
patrón en la determinación de la concentración de rIGE-II mediante radioanálisis de
receptores.
2.5.7.2. Reacción cruzada con péptidos análogos.
Para estudiar el grado de reacción cruzada de IGF-I e insulina en el RRA de IGF-J!
se analizaron, en las condiciones habituales del RRA, diluciones seriadas de ambos
péptidos junto con rhIGF-II en tampón de RIA. La figura 2.8.B muestra las curvas de
desplazamiento de IGF-II así obtenidas. Con insulina porcina no hay desplazamiento
incluso a concentraciones í0~ veces superiores a la ED50 de la curva de IGE-Il. Aunque
con IGF-I no hemos obtenido una curva de desplazamiento completa debido a la gran
cantidad de péptido que habría sido necesario para ello, el resultado que muestra la figura
permite extraer algunas conclusiones. Si suponemos que IGF-I desplaza el radioligando de
manera paralela a IGF-Il la interferencia de 1GB-! en el RRA de IGF-II, calculada como
la relación entre las ED~0 de ambas curvas puede estimarse como aproximadamente un
l%o, muy inferior, por tanto, a la de 1GB-II en el RíA de IGF-I.
2.5.8. Variación intra e interensayo.
El coeficiente de variación intracnsayo para las muestras analizadas mediante RRA fue
de 8,35%. El coeficiente de variación interensayo fue del 9,93%.
2.5.9. Cálculos.
El procedimiento seguido para calcular la concentración de 1GB-II en las muestras es
en todo análogo al del RíA (Ver 2.4.4.).
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Figura 2.8. Curvas de desplazamiento en el RRA de JGF-Il. En A las curvas se
obtuvieron con rhIGF-II y suero de rata filtrado. En B las curvas se obtuvieron con
rhIGF-II, rhIGF-I e insulina porcina para evaluar el grado de reacción cruzada de
los dos últimos pépUdos. Cada punto representa la media de tres determinaciones.
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2.6. Otras determinaciones analíticas
2.6.1. Análisis de la glucemia.
2.6.1.1. Glucosa en sangre tota).
La medición se efectuó en un analizador Reflolux II M (Boebringer Mannheim); se
trata de un aparato portátil de los que utilizan los individuos diabéticos para el autocontrol
de su glucemia. Es un fotómetro de reflexión cuyo funcionamiento se basa en la coloración
de una tira de plástico que posee en uno de sus extremos una zona impregnada de reactivo.
La zona está dividida en dos mitades que se colorean con distinta intensidad y son leídas
por un sistema óptico de doble haz, lo que permite un amplio intervalo de medición (entre
10 y 500 mg/lOO mí). El tiempo total empleado en la determinación es de 2 minutos.
2.6.1.2. Glucosa en sangre desproteinizacla.
La desproteinización se efectuó con una mezcla a partes iguales de ZnSO4 0,08M y
Ba(OH)2 0,08M (mezcla de Somogyi); las proporciones fueron: 25 pl de sangre, 125 ¡ti
de SO4Zn y 125 ¡~1 de Ba(OH)2. La mezcla se centrifugó durante 5 minutos y la glucosa
se analizó en 50 yl del sobrenadante por el método de la glucosa-oxidasa, enzima que
cataliza la oxidación de esta hexosa a gluconato; dicha reacción se acopla a la oxidación
de un cromógeno, catalizada por la peroxidasa. El compuesto coloreado producido presenta
un máximo de absorbancia a 420 nm; la absorbancia es directamente proporcional a la
concentración de glucosa y se compara con la que se obtiene con una solución patrón de
ésta. Los reactivos se adquirieron de Boehringer Mannheim, que los suministra
prácticamente dispuestos para su utilización.
2.6.1.3. Determinación de la glucemia fetal en estado postabsortivo.
Para la determinación de la glucemia fetal en estado postabsortivo se anestesió a la
rata gestante con pentobarbital 5 horas después de habérsele retirado el alimento (ratas
diabéticas y controles) o de haber ingerido la ración (ratas subnutridas). La dosis de
pentobarbital fue de 4 mg/lOO g peso, que se administró, diluida en solución salina, por
vía intraperitoneal. A los 30 minutos de anestesiada la rata se expusieron los fetos como
se detalla en 2. 1.5.1. y se les extrajo sangre para Ja determinación de la glucemia.
2.6.2. Determinación de la concentración de proteínas por el método de Lowry.
El método que empleamos nosotros es una modificación del originalmente descrito por
Lowry y cols. en 1951 (281). Este método se basa en la formación de un producto
coloreado como consecuencia de dos reacciones: la reacción del biuret (formación de un
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complejo coloreado con las sales de cobre de intensidad proporcional al número de enlaces
peptídicos) y la reacción de reducción de los iones fosfomolibdato y fosfotungstato
(presentes en el reactivo de Folin-Ciocalteu) por los restos de tirosina y triptófano.
Tanto las muestras como la curva patrón (preparada con varias concentraciones de
BSA) se hacen reaccionar durante 10 minutos a temperatura ambiente con una solución
constituida por CuSO4 al 0,1 %~, tartrato sódico al 0,2%o, Na2CO3 al 2% y SDS al 1%
(todos ellos p/v) en NaOH 0,1 N. A continuación se añade reactivo de Folin-Ciocalteu 1
N y se ponen los tubos al baño (37 0C) durante 30 minutos. Fina]mente se lee laabsorbancia a 500 nm y se calcula la concentración de proteínas en las muestras por
interpalación en la curva patrón.
2.7. Análisis de las proteínas Ii2adoras de IGl’ mediante “Western blot
2.7.1. Fundamento.
El análisis de proteínas ligadoras de IGE mediante ‘Western blot” reúne los
conocimientos de varias técnicas. Mediante la electroforesis en gel de poliacrilamida (282)
se consigue la separación de los JGFs y las distintas especies de IGFBPs. Esta separación
es importante realizarla en condiciones no reductoras para no desnaturalizar las IGFBPs,
ya que en caso contrario no habría unión al radioligando en el procedimiento de “ligand
blot”. A continuación las proteínas separadas en el gel se transfieren a una membrana de
nitrocelulosa. En el procedimiento de “immunoblot” la membrana se incuba con
anticuerpos específicos contra determinadas especies de IGFBPs, las cuales se visualizan
a continuación mediante una reacción inmunoquimica. En el procedimiento de “ligand
blot” (276) la membrana se incuba con 251-IGB-I o II; este radioligando se une de manera
específica a las proteínas ligadoras presentes en la membrana; para visualizar el tipo y
cuantía de las mismas se efectúa la autorradiografía de la membrana.
2.7.2. Electroforesis.
Para la electroforesis se empleó el sistema Protean II xi de BioRad (Richmond,
California). Con este equipo elaboramos geles separadores de 13 cm x 16 cm x 1,5 mm,
con geles acumuladores de 1 cm de altura y capacidad para 25 muestras.
2.7.2.1. Preparación del gel.
Para preparar el gel separador al 12% se mezclan agua destilada, Tris-HCI 1,5 MpH
8,8 y solución de acrilamida/bis (30% T; 2,67% C). Esta solución se desgasifica en
trompa de vacio, bajo agitación, durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo se añaden
SDS al 10% (p/v), TEMED y APS al 10% (p/v) recién preparado, se agita unos segundos
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y la solución se vierte inmediatamente entre las placas de vidrio. Generalmente el gel
separador se prepara la tarde anterior al experimento.
Para la preparación del gel acumulador se procede de manera análoga a la del gel
separador. Se mezclan agua destilada, Tris-HG 0,5 M pH 6,8 y solución de acrilamida/bis
y se desgasifica durante 15 minutos bajo agitación; a continuación se añaden SDS al 10%
(p/v), TEMED y APS al 10% (p/v), se agita y se vierte esta solución sobre el gel
separador.
2.7.2.2. Preparación y aplicación de las muestras.
Las muestras se prepararon momentos antes de su aplicación. Cada muestra se diluyó
en un tampón constituido por Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, glicerol al 10% (y/y) y SDS al
2% (p/v) en agua destilada. Como indicador contiene azul de bromofenol al 0,0125%
(p/v). Este tampón no lleva en su composición ningún agente reductor.
Como marcador de pesos moleculares empleamos el patrón de amplio rango (6,5-200
kDa) de BioRad. El patrón se diluyó en el mismo tampón arriba señalado, pero con 2-
mercaptoetanol al 10% (y/y).
A continuación muestras y patrón se calentaron a 95 0C durante 5 minutos, y se dejó
que tomaran temperatura ambiente antes de su aplicación. Una vez listas las muestras y
el patrón, se aplicaron a sus respectivos pocillos mediante microjeringas Hammilton.
2.7.2.3. Protocolo de diluciones.
El suero se diluyó generalmente 1:10 en tampón.
Los precipitados correspondientes a las muestras extraídas en ácido-etanol y en ácido
fórmico-acetona se resuspendieron cuidadosamente en tampón para dar una dilución final
1:10, respecto al suero de partida.
Los extractos obtenidos tras filtración en gel, extracción en ácido-etanol y extracción
en ácido fórmico-acetona se diluyeron en tampón para dar una dilución final 1:20 respecto
al suero de partida.
Las cantidades aplicadas al gel se especifican en cada caso en la sección de
Resultados.
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2.7.2.4. Condiciones de la electroforesis.
El tampón electrodo empleado fue una solución de Tris 25 mM, glicina 192 mM y
SDS al 0,1% (p/v), con un pH en torno a 8,3. La electroforesis se efectuó con corriente
continua a razón de 35 mA por gel, y se prolongó hasta que el frente de tinción alcanzó
el borde inferior del gel.
2.7.3. Transferencia.
2.7.3.1. Material y reactivos.
Para la transferencia electroforética empleamos el sistema Trans-BIoC de BioRad, que
consta de una cubeta con capacidad de transferencia para 3 geles, provista de electrodos
de filamento de platino. La matriz empleada como soporte para la transferencia fue la
membrana de nitrocelulosa de 0,2 pm de tamaño de poro.
El proceso de transferencia tiene lugar en un tampón (tampón de Towbin) constituido
por Tris 25 mM pH 8,3 aproximadamente, glicina 192 mM y metanol al 20% (y/y) en
agua destilada.
2.7.3.2. Procedimiento.
Una vez concluida la electroforesis se extrajeron los geles y se sumergieron en tampón
de transferencia, donde se dejaron equilibrar durante 15 a 20 minutos. A continuación se
dispuso cada gel, en contacto con una lámina de nitrocelulosa, entre dos láminas de papel
de filtro y dos almohadillas de Scotch Brite, a manera de emparedado, el cual se colocó
en un soporte para geles. Este soporte se cerró y se introdujo en la cubeta de transferencia,
que se rellenó con tampón.
El proceso de transferencia se efectuó durante toda la noche en la cámara fría a 20 y
(5 mA de corriente continua). Al día siguiente se extrajo la membrana de nitrocelulosa,
se dejó secar y se introdujo en una bolsa de plástico. Las membranas procesaron
inmediatamente o se conservaron a 4 0C en la bolsa de plástico hasta su procesamiento.
2.7.4. Tinción con azul Coomasic. Estimación de los pesos moleculares.
La parte del gel o de la membrana correspondiente al patrón se tiñó con azul
Coomasie R-250 al 0,1 % (p/v) en una solución de metanol al 40% (y/y) y ácido acético
al 10% (y/y) en agua destilada. Se mantuvo en esta solución durante unos 10 minutos y
a continuación se decoloró en otra solución constituida por metanol y ácido acético en agua
destilada en las mismas proporciones.
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Para la estimación de los pesos moleculares aparentes de las IGFBPs analizadas
mediante “Western blot” se representa cl logaritmo del peso molecular de las proteínas
patrón frente a su movilidad electroforética relativa (Rf), la cual se define como la relación
entre la distancia migrada por la proteína y la distancia migrada por el frente de Unción.
El trazado gráfico es una recta, en la cual pueden interpoiarse las R1 de las proteínas
problema, obteniéndose su peso molecular aproximado.
2.7.5. “Western ligand blot”.
2.7.5.1. Reactivos.
El tratamiento posterior de la membrana se efectuó en un tampón (“ligand blot
buffer”, LBB) constituido por Tris-HCI 0,01 M pH 7,55, NaCí 0,15 M y azida de sodio
al 0,1% (p/v), en agua destilada. Este tampón es la base para las siguientes soluciones
(todas ellas se conservaron en nevera hasta su uso):
A. Soluciones para la preparación de la membrana.
a. Solución de Nonidet-P40 al 3% (y/y) en LBB.
b. Solución de BSA al 1% (p/v) en LBB.
c. Solución de Tween-20 al 0,1 % (y/y) en LBB.
13. Solución para la incubación de la membrana.
Se preparó una solución de BSA al 1% (p/v) y Tween-20 al 0,1% (y/y) en LBB.
En esta solución se diluyó el radioligando (‘251-IGF-1 o II) a la concentracióndeseada para cada experimento.
C. Soluciones para el lavado de la membrana.
Además de LBB se necesita una solución de Tween-20 al 0,1% (y/y) en LBB.
2.7.5.2. Preparación de la membrana.
Antes de incubar la membrana con el radioligando es necesario bloquear los sitios de
unión libres de la misma, lo cual se consigue exponiéndola a una alta concentración de
BSA.
En primer lugar se lavó la membrana con la solución de Nonidet-P40 durante 30
minutos. Este lavado y los sucesivos se llevaron a cabo en la cámara fría, con agitación
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suave. Transcurridos los 30 minutos la solución de Nonidet-P40 fue sustituida por la
solución de BSA, que se mantuvo durante 2 horas. Finalmente la solución de BSA fue
reemplazada por la de Tween-20; tras 10 minutos de lavado se eliminó esta solución.
2.7.5.3. Incubación con el radioligando.
Una vez finalizado el último lavado la membrana se dejó incubar a 4 0C en posición
horizontal durante unas 18 a 20 horas con una alícuota de una solución de radioligando
preparada momentos antes. La cantidad de radioligando empleada se detalla en Resultados
con cada experimento concreto.
2.7.5.4. Lavado, exposición y revelado.
Una vez transcurrido el tiempo de incubación con el radioligando las membranas se
sometieron a dos lavados sucesivos en tampón LBB con Tween-20 al 0,1 % y tres en
tampón LBB, bajo agitación por balanceo. Cada lavado duró 15 minutos y se efectuó en
la cámara fría,
Concluidos los lavados se extendieron las membranas sobre papel de filtro y se
dejaron secar. A continuación se montaron sobre una lámina de plástico transparente. Para
la exposición se situó la membrana en contacto con la película, y todo ello entre dos
pantallas intensificadoras (Kodak X-Omatic Regular), dentro de un cartucho de
autorradiografía.
La exposición tuvo lugar a -80 0C. El tiempo de exposición varió en función de la
cantidad de radiactividad que se esperaba tener en la membrana, entre 24 y 72 horas. Para
el revelado empleamos un revelador automático Agfa Curix 60.
2.7.3.5. Cuantificación densitométrica de las autorradiografías.
La densidad óptica de las manchas presentes en las autorradiografías se cuantificó en
un Densitómetro Personal de Molecular Dynamics (Sunnyvale, California). Se trata de un
densitómetro láser de transmisión. El haz de láser de He-Ne de 50 ¡tm de diámetro se
dirige a través de la muestra, la cual absorbe parte de la luz de manera proporcional a su
densidad óptica. La luz que atraviesa la muestra es recogida por un cilindro colector
integrador, pasa a un tubo fotomultiplicador y es convertida en corriente eléctrica. Esta
señal analógica es a su vez convertida en señal digital y almacenada en el disco duro del
ordenador integrado en el aparato. El resultado es una imagen de la muestra cuyos valores
de pixel corresponden a la densidad óptica en la muestra. Un programa especifico permite
seleccionar sobre esta imagen diversas regiones y calcular su densidad óptica mediante
integración por volumen (suma de los valores de todos los pixels de la región seleccionada
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menos la señal de fondo). En este trabajo los resultados de la integración por volumen se
expresan como unidades de densidad óptica o como unidades arbitrarias relacionadas con
la densidad óptica.
2.7.6. “Western iminunoblot”.
2.7.6.1. Reactivos.
El procesamiento de la membrana hasta el revelado se efectuó en un tampón ‘rES
(“Tris-buffered salme’) constituido por Tris-HCI 0,05 M pH 7,40 y NaCí 0,2 M en agua
destilada. A partir de este tampón se prepararon las siguientes soluciones:
TBS-Tween: tampón TBS con Tween-20 al 0,75% (y/y).
Solución bloqueante: TBS-Tween con leche en polvo desnatada al 5% (p/v). Se
prepara extemporáneamente.
Solución de preincubación: TES con 0,05 mg/ml de ESA. En esta solución se diluye
el anticuerpo primario antes de ponerlo en contacto con la membrana.
Los anticuerpos primarios se obtuvieron de UBI, Inc. (Nueva York, USA). Se trata
de anticuerpos policlonales obtenidos en conejos inmunizados contra hIGFBP-1 (de líquido
amniótico), bIGFBP-2 (de células de rilión), hIGFBP-3 (expresada en células CHO, de
ovario de hámster chino) y hIGFBP-4 (de la línea de glioblastoma T98G). Se empleron al
titulo recomendado por el proveedor, que fue de 1:1000 para todos excepto para anti-
bIGFBP-2, que fue de 1:2000.
El anticuerpo secundario está obtenido en cabras inmunizadas con anticuerpos de
conejo. Se trata de una IgO (H + L) conjugada con fosfatasa alcalina, y se obtuvo de
BioRad.
Para el revelado se requieren las siguientes soluciones: tampón Tris-MgCI2 (constituido
por Tris-HCí 0,1 M pH 9,5 y MgCl2 0,5 mM en agua destilada), solución de NBT 30
mg/ml en N,N-dimetilformamida al 70% (y/y en agua destilada), y solución de BCIP, 15
mg/ml en N,N-dimetilformamida.
2.7.6.2. Preparación de la membrana.
Análogamente a lo que sucede en el “ligand blot”, antes de incubar la membrana con
el anticuerpo primario es necesario bloquear los sitios de unión libres de la misma, lo cual
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se consigue exponiéndola a una alta concentración de proteína, presente en la leche en
polvo.
En primer lugar la membrana se lavó con TBS-Tween durante 5 minutos; a
continuación se reemplazó este tampón por solución bloqueante, que se mantuvo durante
unos 30 minutos. El procesamiento de la membrana, tanto lavados como incubaciones, se
llevó a cabo a temperatura ambiente y con agitación suave. Transcurridos los 30 minutos
la membrana se lavó dos veces en TBS-Tween (5 minutos cada lavado).
2.7.6.3. Incubación con el anticuerpo primario.
Una vez lavada la membrana, se añadió TBS-Tween y una alícuota de solución de
preincubación con el anticuerpo primario, de manera que el titulo final de éste era el
deseado. El tiempo de incubación fue de aproximadamente2 horas, transcurridas las cuales
la membrana se lavó una vez en solución bloqueante y tres veces en TBS-Tween (5
minutos cada lavado).
2.7.6.4. Incubación con el anticuerpo secundario.
Tras la incubación con el anticuerpo primario y el lavado de la membrana se añadió
TBS-Tween y una alícuota del anticuerpo secundario, de modo que su título final era el
deseado. El tiempo de incubación con el anticuerpo secundario fue de 1 a 3 horas.
Una vez terminada la incubación con el segundo anticuerpo la membrana se lavó 3
veces en TBS-Tween y 2 veces en TBS (5 minutos cada lavado) y finalmente se escurrió
en papel de filtro.
2.7.6.5. Revelado de la membrana.
El revelado se basa en una reacción química catalizada por la fosfatasa alcalina
conjugada al anticuerpo secundario, en el curso de la cual se genera sobre la membrana
un producto insoluble de color púrpura (283).
La solución de revelado se preparó añadiendo 1 ml de solución de NBT y 1 ml de
solución de BCIP a 100 ml de tampón Tris-MgCl2. En esta solución se sumergió la
membrana, agitando suavemente, durante el tiempo que se consideró conveniente según
la señal y el fondo deseados.
Para detener la reacción se transfirió la membrana a un recipiente con agua desfilada
durante unos 10 minutos agitando suavemente. Finalmente la membrana se dejó secar en
papel de filtro.
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2.7.7. Evaluación de los anticuerpos anti-LGFBPs en el “Western iinmunoblot’.
Comparación con el “Western l¡gand blot’.
Antes de su aplicación en la identificación de las IGFBPs circulantes se comprobó el
grado de reacción cruzada de los antisueros anti-IGFBPs disponibles con las IGFBPs de
rata para establecer su posible utilidad en nuestros experimentos.
Para ello se efectuó la separación electroforética y posterior transferencia a
nitrocelulosa de muestras de suero de rata de varias edades (feto de 21 días, neonato de
8 días y adulto) junto con una muestra de suero humano adulto. Se analizaron seis grupos
de muestras, cada uno de los cuales contenía los sueros arriba señalados en calles
adyacentes. Se obtuvieron así seis tiras de nitrocelulosa, cinco de ellas para incubar cada
una con un antisuero anti-IGFBP diferente, más un suero de conejo no inmune como
control. En la tira restante se efectuó el análisis de las IGFBPs mediante ligand blot”
empleando ‘251-IGF-1I.
La figura 2.9. muestra el resultado de esta prueba. Todos los antisueros, a excepción
del antisuero anti-hIGFBP-4, originan alguna señal en suero humano. Con anti-hIGFBP-l
se obtienen dos bandas de similar intensidad a 36 y 43 kDa. Con anti-bIGFBP-2 el suero
humano presenta una banda a 34 kDa; en la rata fetal y neonatal aparece una banda muy
intensa a 29-30 kDa que en rata adulta es apenas perceptible. Aunque el método no es
cuantitativo, sí se aprecia una clara disminución en la intensidad de esta banda entre la rata
fetal y la rata neonatal. Por encima de esta banda, a 30 kfla, se aprecia con este mismo
antisuero, también en suero de rata fetal y neonatal, otra banda muy tenue. El antisuero
anti-hIGFBP-3 revela, en suero humano, por un lado dos bandas entre 43 y 50 kDa, y una
banda ancha entre 28 y 31 kDa. La ausencia de reacción con antisuero anti-hIGFBP-4,
tanto en humano como en rata, pero especialmente en humano, donde era de esperar que
estuviera presente, quizá se deba a la escasa cantidad de esta proteína presente en el suero,
en comparación con el resto de formas de IGFBP. Finalmente, no hubo ningún tipo de
reacción inespecífica al incubar una de las tiras de nitrocelulosa con un suero de conejo
no inmune.
El análisis comparativo mediante “Western ligand blot” mostró en feto y neonato un
patrón caracterizado por una banda muy intensa de aproximadamente 29 kDa, que a la
vista del resultado del “immunoblot’ está constituida en gran medida por IGFBP-2. Esta
banda no es visible en el suero de rata adulta, en el que se aprecian claramente dos bandas
de entre 43 y 50 kDa; a penas son perceptibles una banda tenue de 28 kDa y otra de 24
kDa, esta última presente también en el suero fetal y neonatal. En el suero humano se
observan dos bandas de entre 43 y 50 kDa, una banda más tenue de 34 kDa,
correspondiente a IGFBP-2, y, apenas perceptibles, una banda a 28 kDa y otra a 24 kDa.
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Por lo tanto, el único antisuero que mostró reacción de cruce en suero de rata fue el
antisuero anti-bIGFBP-2, que empleamos para detectar esta IGFBP en nuestras muestras.
2.8.iEstudio del li2amiento de IGF-1 y II a membranas de hilado, cerebro y olacenta
de rata
2.8.1. Principio.
El estudio del ligamiento de hormonas a preparaciones de membranas se basa, al igual
que el RíA y el RRA, en el radioanálisis competitivo. En este tipo de estudios, una vez
obtenida la preparación de membranas, se determinan habitualmente el porcentaje de
ligamiento especifico y las propiedades cinéticas de los receptores.
2.8.2. Preparación de membranas.
La preparación de membranas se efectuó según el método de Havrankova y cols.
(284>. Todo el proceso se llevó a cabo en hielo. Las muestras de hígado, cerebro y
placenta, obtenidas según se detalla en 2.1.7., se homogeneizaron en un tampón
bicarbonato con inhibidores de fosfatasas y proteasas (NaHCO3 lmM, NaF 100 mM,
Na4P2O7 10 mM, Na3VO4 2 mM, pH 7,8 con PMSF 2 mM) en la proporción de 3,5 ml/g
de tejido.
Los homogenados se centrifugaron a 600 Xg durante 15 minutos a 4 “C. Los
sobrenadantes se trasvasaron a otros tubos y se sometieron a una centrifugación a
20.000 xg durante 30 minutos a 4
0C; tras decantar el sobrenadante se resuspendió el
precipitado en tampón bicarbonato y se centrifugó de nuevo en las mismas condiciones.
El precipitado resultante se resuspendió en 1 ml de tampón KRP (ver más adelante) y se
pasó varias veces por una aguja Yal& Microlance 25/6 para disgregar la preparacion.
Finalmente se repartió la preparación en alícuotas y se conservó a -80 ‘C. En una
alícuota se efectuó la determinación de la concentración de proteínas según el método de
Lowry (Ver 2.6.2.).
2.8.3. Cuantificación del ligamiento de IGF a membranas.
2.8.3.1. Material y reactivos.
Tampón KRP (Krebs-Ringer-fosfato). Está constituido por NaCí 0,12 M, KCl 5 mM,
MgSO
4 1,2 mM, KI-12P04 1,2 mM y NaH2PO4 10 mM, pH 7,3-7,5. Se empleó para diluir
las preparaciones de membranas a las concentraciones adecuadas según el tejido y el
ligando (Ver 2.8.5.3.).
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Tampón KRP-BSA. Se trata de tampón KRP con BSA al 3% (p/v) y 3 mg/ml de
bacitracina, y se empleó para diluir el radioligando, así como la hormona fría que se
utilizó como inespecifico o en las curvas de desplazamiento.
Radioligando. Se emplearon 1251-IGF-l y II marcados según se detalla en 2.3., diluidos
en tampón KRP-BSA para dar unas 10.000 cpm/tubo.
2.8.3.2. Procedimiento del análisis.
Se emplean tubos de microcentrífuga de 300 >4. Se rotulan los tubos correspondientes
a la radiactividad total (T), al ligamiento máximo (B
0) y al ligamiento inespecífico o
máximo desplazamiento (N); este último se determina en presencia de un exceso de IGF-1I
frío (para el ligamiento de IGF-I1) o de IGF-I o insulina (Novo Actrapid, insulina
monocomponente de páncreas porcino) fríos (para el ligamiento de IGF-I). Para las curvas
de desplazamiento se preparan diluciones de IGF frío en tampón KRP-BSA.
A los tubos (excepto los totales, que sólo llevan la dilución del radioligando) se les
añade sucesivamente tampón KRP-BSA (para el ligamiento máximo), hormona fría en
exceso (para el ligamiento inespecífico) o bien las distintas diluciones de IGF frío (para
las curvas de desplazamiento), a continuación la dilución del radioligando y finalmente la
preparación de membranas, se agitan y se dejan incubar a 4 0C durante 15 horas, o bien
a temperatura ambiente durante 4 horas. Las condiciones de incubación se habían
determinado previamente como se detalla más adelante (2.8.5.2.). Transcurrido el tiempo
de incubación se centrifugan durante 5 minutos a 12.000 rpm (Microfuge 11, Beckman),
se ponen en hielo y se aspira el sobrenadante. El precipitado se lava con solución de
sacarosa 0,25 M fría, se centrifugan los tubos a 12.000 rpm durante 3 minutos y se aspira
nuevamente el sobrenadante. Por último se cuenta el precipitado en el contador de
radiactividad gamma.
Los resultados se expresan como tanto porciento de ligamiento específico con respecto
a la radiactividad total (%BWT) o como tanto por ciento de ligamiento específico con
respecto al ligamiento especifico máximo (%B/B
0). El ligamiento especifico se obtiene
restando al ligamiento total la parte correspondiente al ligamiento inespecífico.
2.8.4. Determinación de la degradación del radioligando.
Para comprobar la cuantía de la degradación del radioligando en presencia de la
preparación de membranas se comparó la radiactividad precipitable por ácido
tricloroacético (TCA) en ausencia y en presencia de membranas tras el periodo de
incubación. Para ello se prepararon tubos que contenían radioligando, tampón KRP y
tampón KRP-BSA. Transcurrido el periodo de incubación se reunió el sobrenadante de
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varios tubos B0, se pipeteó en una serie de tubos 150 pl de este sobrenadante y en otra
serie de tubos 150 pl del contenido de los tubos con radioligando y tampón, se añadieron
150 pl de TCA al 10% (p/v) a cada tubo, se agitaron y se centrifugaron a 3000 rpm
(Minifuge T, Heraeus) durante 10 minutos. Finalmente se aspiró el sobrenadante y se
contó el precipitado en el contador de radiactividad gamma.
El resultado se expresa como tanto por ciento de radiactividad presente en el
precipitado de los tubos con membranas con respecto a la radiactividad de los tubos sin
membranas.
2.8.5. Caracterización del ligamiento de IGF a preparaciones de membrana
plasmática.
Previamente a los estudios de ligamiento se realizaron algunas pruebas para establecer
las condiciones experimentales más adecuadas. Para estas pruebas se utilizaron
preparaciones de membrana plasmática de hígado y cerebro de un grupo de ratas normales
recién nacidas, así como de placentas de ratas normales de 17 días de gestación.
2.8.5.1. Evaluación de la calidad de la albúmina empleada.
La BSA se emplea en los estudios de ligamiento para minimizar la adsorción de los
péptidos a la superficie de los tubos, saturar eventuales sitios de unión inespecífica de las
membranas y proteger los péptidos de una posible degradación.
Con esta prueba se pretendía averiguar si el empleo de BSAs de distinta calidad
influye en el porcentaje de unión específica, ya que la presencia de impurezas en forma
de péptidos insulínicos puede falsear los resultados. Para ello se elaboraron curvas de
desplazamiento, tanto de IGF-l como de RiF-II, empleando, en ambos casos, dos tipos de
BSA de la casa Sigma: “BSA fraction y” y “BSA RíA-grade”. Para IGF-I se utilizó una
preparación de membranas de cerebro, y para IGF-II se utilizó una preparación de
membranas de hígado, ambas a la concentración de 0,1 mg proteína/ml.
Como muestra la figura 2.10., las curvas obtenidas empleando los dos tipos de BSA
son superponibles, por lo que en lo sucesivo se utilizó la “BSA fraction y”, más
económica, en todas las pruebas.
2.8.5.2. Temperatura y tiempo de incubación.
Se estudió la cinética de ligamiento de IGF-I a membranas de hígado (1,5 mg
proteína/mi) y cerebro (0, 1 mg proteína/mí) a temperatura ambiente. En ambos casos (Fig.
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2.1 1.A) el máximo de ligamiento específico se alcanza a las 4 horas de incubación, y se
sitúa en tomo al 1,5% para el hígado y 0,9% para el cerebro.
Para RiF-U se hizo un estudio análogo en membranas de hígado (0,2 mg proteína/mí)
a dos temperaturas de incubación, 4 oc y 20 0C (temperatura ambiente). Como muestra
la figura 2.ll.B, a 4 0C se alcanzó un máximo en torno al 15% de unión específica ya a
las 5 horas de incubación. A 20 0C se llegó a un máximo de unión específica a los 15
minutos de incubación, produciéndose a continuación un ligero descenso en el porcentaje
de unión, que alcanzó el equilibrio en torno al 10% a las 2 horas de incubación.
La degradación del radioligando al final de estas pruebas se situó en todos los casos
en torno al 8%.
A la vista de estos resultados hemos elegido para nuestros experimentos un tiempo de
incubación de 15 horas a 4 0C o de 4 horas a 20 0C.
2.8.5.3. Concentración de proteínas.
El ligamiento específico de IGF depende también de la concentración de proteínas de
la preparación. A fin de elegir una concentración de proteínas adecuada para los
experimentos de ligamiento hemos determinado el porcentaje de unión específica de ambos
ligandos, IGF-l y II, a preparaciones de hígado, cerebro y placenta.
2.8.5.3.1. IGF-I.
Con la finalidad de determinar el ligamiento inespecífico empleamos en estas pruebas
tanto IGE-] como insulina para comprobar si podía utilizarse esta última, asequible en
grandes cantidades, en lugar de IGF-I.
La figura 2.12. muestra cómo el ligamiento específico de IGF-I aumenta
progresivamente con la concentración de proteínas y alcanza un máximo en hígado (entre
5 y 6%) a 4 mg de proteína/ml y en cerebro (en tomo a 6%) a 1 mg de proteína/ml. Para
nuestros experimentos hemos elegido las concentraciones de 1 mg de proteína/ml para
hígado y 0,1 mg de proteína/ml para cerebro. No hay diferencias en la unión específica
empleando para el máximo desplazamiento IGF-I (90 nM) o insulina (25 pM).
En placenta se obtuvo un máximo de ligamiento específico (aproximadamente 3,5%)
con 1 mg proteína/ml. La concentración de proteína adecuada nos habría proporcionado
una unión específica muy baja, inferior al 2%, por lo que hemos excluido de nuestro
estudio el ligamiento de IGF-I a placenta.
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2.8.5.3.2. IGF-II.
Como se muestra en la figura 2.12., tanto en hígado como en placenta se obtuvo un
máximo de unión específica, en torno al 20 %, con una concentración de proteínas de 1
mg/ml. En cerebro el máximo se alcanzó en torno al 7% con 0,25 mg/ml.
Las concentraciones de proteínas que hemos elegido para los experimentos son 0,2
mg/ml para hígado y 0,1 mg/ml para cerebro y placenta.
2.8.6. Análisis de Scatchard.
El porcentaje de ligamiento especifico de una hormona a su receptor es fácil de
determinar. Sin embargo, al depender simultáneamente del número y afinidad de los
receptores, se requiere un análisis más riguroso de los resultados, como es el análisis de
Scatchard (285).
Partiendo de la ley de acción de masas se deriva la ecuación que describe la
interacción entre una hormona y su receptor, a partir de la cual pueden calcularse el
número y la afinidad de los receptores:
B/F = -K3 ~l3 +K,t
donde:
B = concentración de hormona ligada al receptor;
F = concentración de hormona libre;
= constante de afinidad;
n = número total de receptores.
Se trata de la ecuación de una recta, con B/F en ordenadas y 13 en abscisas. El punto
de corte con el eje x permite calcular n, mientras que la pendiente corresponde al valor
negativo de la constante de afinidad Ka. Estos parámetros pueden determinarse a partir de
curvas de desplazamiento de ligando marcado radiactivamente con ligando frío a
concentraciones conocidas y crecientes.
Esta ecuación implica varios supuestos que no siempre se cumplen en los sistemas
biológicos, lo que complica el análisis:
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a) La hormona marcada ha de ser homogénea y biológicamente idéntica a la hormona
nativa.
b) El receptor ha de ser homogéneo y actuar independientemente.
c) La reacción ha de estar en el equilibrio cuando se determinan las concentraciones
de hormona ligada o libre.
d) No debe haber unión específica a otros ligandos distintos del receptor.
2.9. Cálculos estadísticos
2.9.1. Cálculos básicos.
Los resultados se expresan como media + desviación estándar (DE o o). El número
de datos n de cada población se detalla en cada experimento concreto. En algunos casos
el resultado se presenta como coeficiente de variación, que se define como:
CV 2. .ioo
x
Cuando se dispuso de poblaciones amplias se estudió la posibilidad de rechazar los
datos sensiblemente alejados de la media; para ello se aplicó el test de la x2~ Se rechazaron
los datos que caían fuera del intervalo
x± ___
(donde x2 se determinó en las tablas correspondientes en función del número de datos que
caían fuera del intervalo definido por la DE). A continuación se recalcularon la media y
la DE.
2.9.2. Análisis de la varianza.
El grado de significación estadística de la diferencia entre las medias de dos
poblaciones se determinó mediante análisis de la varianza (ANOVA) de una vía (en el caso
de muestras independientes) o de dos vías (en el caso de muestras apareadas).
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En esencia, el ANOVA consiste en comparar las varianzas sj~ (variabilidad de los
datos dentro de cada muestra, que se debe sólo al azar) y s~ (variabilidad entre las
muestras, que se debe al azar y, si las medias son distintas, a que las muestras proceden
de poblaciones distintas) por el procedimiento de la F de Snedecor. Cuando el ANOVA
es significativo se busca qué medias son iguales y cuáles distintas, para lo cual se compara
la cantidad experimental
tf~,<p
s~
con una ta(f;k) con f = número de datos totales - número de grupos y k = número de
comparaciones a realizar. Esta cantidad t~ se determina en las tablas correspondientes
según el test a aplicar, el cual a su vez depende del objetivo y la planificación del
experimento. Una diferencia se consideró significativa a partir de p < 0,05. Para
simplificar la presentación de gráficos y tablas p < 0,05 y p < 0,01 se denotan con un
mismo símbolo.
2.9.3. Regresión lineal y correlación.
El análisis de regresión lineal se efectuó por el método de los mínimos cuadrados.
Para verificar si la correlación obtenida es significativa se compara la cantidad
experimental
texp (n—2) 9
(donde r es el coeficiente de correlación y n el número de parejas de datos), con una t~< de
Student con n-2 grados de libertad. Se consideró que había significación a partir de p <
0,05.
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3. RESULTADOS
3.1. Estudio comparativo de tres métodos de seDaración de IGFBPs del suero
Con este estudio comparativo se pretendía validar para la rata neonatal dos métodos
alternativos a la filtración en gel (FO) para la separación de las proteínas ligadoras de JGF
previos a la determinación de la concentración de JGF-1: la extracción en ácido-etanol con
crioprecipitación (ABC) y la extracción en ácido fórmico-acetona (FA). Para ello se
empleó suero de rata que combinaba dos condiciones: edad (10, 20 y 70 días) y estado
nutricional (ratas subnutridas y sus controles). La subnutrición se llevó a cabo desde el día
16 de gestación, según se describe en 2.1.2. Cada muestra fue sometida a FG, AEC y FA,
determinándose a continuación la concentración de IOF-I en los extractos. Mediante
“Western ligand blot<’ se analizaron las JGFBPs presentes tanto en el suero como en los
extractos y precipitados resultantes de las extracciones, con el fin de estimar qué formas
de IGFBPs son las responsables de la interferencia en el RíA y en qué cuantía.
3.1.1. Niveles de IGF-l en suero.
La figura 3.1. muestra los niveles de IGF-I en suero de ratas control y subnutridas a
10 días (periodo neonatal temprano), 20 días (periodo neonatal tardío) y 70 días (periodo
adulto) de vida. Todos los extractos fueron analizados a la misma dilución en un mismo
experimento. Puesto que el porcentaje de recuperación de una alícuota de ‘251-IOF-I
añadida al suero no mostró diferencias significativas utilizando cualquiera de los tres
métodos de extracción, no se ha efectuado ninguna corrección de los datos.
En la rata adulta control los valores obtenidos tras tratamiento con ABC o FA fueron
similares a los obtenidos tras FG; en la rata adulta subnutrida, en cambio, sólo los valores
obtenidos tras AEC fueron similares a los obtenidos tras FO, proporcionando la extracción
con FA valores significativamente más altos. A 10 y 20 días de vida ambos métodos de
extracción alternativos a la FG proporcionaron valores significativamente superiores a los
obtenidos con FO en ratas subnutridas, en tanto que en ratas controles sólo tras extracción
con FA se obtuvieron resultados significativamente superiores a los que proporciona la FO.
Con FG se apreció una clara diferencia en los niveles de IGF-I entre ratas subnutridas
y controles a todas las edades, con valores significativamente más altos (aproximadamente
el doble) en las ratas control. Tanto en las ratas subnutridas como en las controles se
produjo un progresivo incremento (estadísticamente significativo) en los niveles de IGF-I
con la edad.
En cuanto a la ABC, no hubo diferencias significativas ni a 10 ni a 20 días entre las
ratas subnutridas y sus controles. Sí se encontró diferencia en las ratas adultas, con valores
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1,74 veces mayores en las controles que en las subnutridas. El incremento en los niveles
de IGF-I con la edad que se observa en las muestras analizadas por filtración en gel sólo
se observó en el paso de 20 días a adulto.
Finalmente, con la FA obtuvimos, a 10 y 20 días, valores más altos (aproximadamente
el doble) en ratas subnutridas que en controles, al contrario de lo que sucedió con la
filtración en gel. A 70 días no se observaron diferencias significativas entre ambas
poblaciones. No se apreció un claro incremento de los niveles de RiF-1 con la edad en las
ratas controles, mientras que en las ratas subnutridas se dio la tendencia contraria.
3.1.2. Estudio de regresión lineal y correlación.
La tabla 3.1. muestra el análisis de regresión lineal y correlación entre los valores de
IGF-I obtenidos por RíA tras FC y los obtenidos tras ABC o FA.
A 10 y 20 días la correlación fue negativa en todos los casos, excepto a 10 días en
ratas control tras FA. En ninguno de estos casos la correlación fue significativa. A 70 días
encontramos una correlación positiva en todos los casos, pero r fue significativo (p <
0,05) sólo en sueros tratados con ABC, tanto de ratas subnutridas como de ratas controles.
3.1.3. Evaluación de los métodos de separación de IGFBPS mediante “Western ligand
blot”.
Se aplicó esta técnica a los tres métodos de separación que son objeto de este estudio
comparativo. Por un lado analizamos todas las muestras filtradas en Sephadex 0-50, no
obteniendo en ningún caso señal en las autorradiografías, lo que indica la ausencia de
IGFBPs residuales y lo adecuado del método de separación. Por otro lado analizamos tanto
el suero como los precipitados y extractos resultantes de la aplicación de los
procedimientos de ABC y FA a esos mismos sueros; en este caso tomamos tres muestras
de cada población. En un mismo gel incluimos las muestras del mismo grupo de edad y
estado nutricional.
Las figuras 3.2. y 3.3. muestran las autorradiografias resultantes de estos análisis y
las figuras 3.4. y 3.5. la cuantificación densitométrica de las mismas. Los resultados se
han dispuesto de tal manera que la figura 3.2. muestra las IGFBPs presentes en suero y
extractos, y la figura 3.3. las IGFBPs presentes en suero y precipitados.
3.1.3.1. Autorradiografías.
El estudio dei suero de rata mediante “Western ligand blot” mostró tres grupos
principales de bandas, con pesos moleculares aproximados de 24 kDa, 30 kDa y un grupo
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Figura 3.1. Niveles de IGF-l en suero de ratas subnutridas y controles de 10. 20y 70
días detenninados por RÍA tras separación de las IGFBPs mediante filtración en gel
(FG,), extracción con ácido-etanol y crioprecipitación (ABC) y extracción con ácido
fórmico-acetona <FA). Media + DE de 6 - 7 animales. • Sign~cación estadística con
respecto a los valores obtenidos por FG. U Signjficación estadística con respecto al
grupo de edad inmediatamente superior A. Sign(flcación estadística con respecto a los
animales subnurridos de la misma edad.
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Tabla 3.1. Análisis de regresión lineal y correlación de los valores de IGF-J en suero
obtenidos en el RÍA de muestras de ratas de 10, 20 (n = 6) y 70 (n = 7) dIos, controles
y subnutridas, extraídos por filtración en gel (FC), extracción en ácido-etanol con
crioprecipitación (AEC) o extracción en ácido fórmico-acetona (FA).
Población AEC frente a GF FA frente a GF
10 días Snbnutridas
Controles
y = 200,40 - l,07x
r = -0,5063 NS
y = 170,26 - 0,12x
r = -0,2728 NS
y =2046,78 - 30,65x
r = -0,7542 NS
y = 303,37 + 0,32x
r = 0,2607 NS
20 días Subnutridas
Controles
y = 234,44 - 0,85x
r = -0,7855 NS
y = 179,63 - 0,04x
r = -0,0918 NS
y = 1028,86 - 4,31x
r = -0,5148 NS
y = 299,72 - 0,04x
r = -0,0439 NS
70 días Subnutridas
Controles
y = -2,90 + 1,18x
r = 0,8601 p<O,O5
y = -69,01 + 1,02x
r = 0,7968 p<O,05
y = 179,67 + 1,72x
r = 0,7468 NS
y = -221,85 + 1,39x
r = 0,2898 NS
NS: No significativa.
entre 40 y 50 kDa (IGFBP-3) que en algunas de las autorradiografías aparece como
doblete.
Tanto los animales subnutridos como sus controles mostraron un incremento en
IGFBP-3 sérico con la edad; sin embargo, la intensidad de las bandas correspondientes a
IGFBP-3 fue menor en los animales subnutridos que en sus controles a todas las edades.
Por el contrario, la banda de 30 kDa fue claramente más intensa en el suero de las ratas
subnutridas que en el de sus controles a todas las edades, y disminuyó con la edad en
ambas poblaciones. La intensidad de la banda de 24 kDa también disminuyó con la edad,
tanto en ratas subnutridas como en controles. Estos resultados muestran diferencias tanto
cuantitativas como cualitativas en las IGFBPS del suero cuando se comparan ambas
poblaciones (controles y subnutridas) a lo largo del desarrollo postnatal.
3.1.3.2. Análisis densitométrico.
Como sugieren las autorradiografías, el tipo y la proporción de IGFBPs eliminadas
del suero difiere según el tratamiento aplicado, a lo que hay que añadir los cambios que
en las diferentes especies de IGFBPs tienen lugar a lo largo del desarrollo y con el estado
nutricional. Puesto que las distintas formas de IGFEPs muestran diferentes afinidades por
IOF-I, concentraciones similares de diferentes proteínas, analizadas mediante ‘Western
ligand blot”, no generan necesariamente imágenes de similar densidad óptica en las
autorradiografías. Por este motivo cuantificamos cada banda por separado y expresamos
el resultado como tanto por ciento de la densidad óptica de cada banda con respecto a la
densidad óptica total en el suero correspondiente. Esto último permite además hacer
comparables entre silos resultados de las distintas autorradiografías.
En las figuras 3.4. y 3.5. se han representado por separado los resultados obtenidos
en extractos y precipitados.
3.1.3.2.1. IGFBP 40-50 kDa.
Tanto la extracción en AB como la extracción en FA eliminaron la mayor parte de
IGFBP-3 en todas las poblaciones. En algunos extractos no se detecté IGFBP-3; es el caso
del extracto FA en ratas adultas, tanto subnutridas como controles, o el extracto ABC en
ratas subnutridas de 10 y 70 días. Curiosamente, en el extracto FA de ratas subnutridas
de 10 y 20 días la densidad óptica fue significativamente superior a la del suero. Esto
quizá sea un efecto de las condiciones del propio método de extracción sobre la IGFBP,
de modo que su capacidad de ligamiento de IGF-I se ve alterada; no puede descartarse
tampoco que se trate de un artefacto debido a un efecto de concentración de la muestra en
el momento de la preparación para la electroforesis.
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Como se desprende de la figura 3.5., la eficacia de la extracción AB (sin
crioprecipitación) de la extracción FA fueron muy similares; la contribución del paso de
crioprecipitación a la extracción AB fue escasa o nula en este grupo de bandas.
3.1.3.2.2. IGFBP 30 kfla.
A 30 kDa permanecieron, con ambos métodos, cantidades importantes de IGFBP en
los extractos (Fig. 3.4.). Mientras que en la rata control a 10 y 20 días la proporción de
IGFBP de 30 kfla remanente en el extracto ABC fue mayor que la remanente en el
extracto FA, en la rata subnutrida se dio la situación contraria. En la rata adulta la eficacia
de ambos métodos fue también variable según el estado nutricional: en ratas subnutridas
la extracción ABC dejó una proporción significativamente menor de IGFBP de 30 kDa que
la extracción FA; en ratas adultas sucedió lo contrario.
A la alta proporción de IOFBP remanente en los extractos se corresponde la baja
proporción de IGFBP en los precipitados que muestra la figura 3.5. Un dato llamativo es
la alta proporción de IGFBP remanente en el crioprecipitado del suero de ratas subnutridas
de 20 días (67% con respecto a la misma banda del suero), y que sugiere la presencia en
el suero de este tipo de ratas de una cantidad anormalmente elevada de alguna forma de
IGFBP que no está presente en ratas controles de la misma o de otras edades.
3.1.3.2.3. IGFBP 24 kDa.
En la banda de 24 kDa el resultado obtenido con la ABC y con la FA fue muy similar
al que se observó a 30 kDa. En los animales control la proporción de IGFBP remanente
en los extractos fue similar con ambos métodos (ABC y FA), y osciló entre el 37% a 10
días y el 100% a 70 días, con respecto a la IOFBP del suero.
En los animales subnutridos no se detectó esta banda en los extractos AEC a 10 y 20
días; en cambio, a 70 días, la cantidad detectada fue similar a la presente en el suero. Por
lo que respecta a la extracción FA, la proporción detectada fue significativamente inferior
a la presente en el suero a 70 días, y no difirió significativamente a 10 y 20 días.
La figura 3.5. muestra que la proporción de la banda de 24 kDa en los precipitados
es escasa en todas las poblaciones, y muy similar cuando se comparan ambos métodos de
extracción. Análogamente a lo que sucedía con las bandas de 40-50 kDa, la contribución
del paso de crioprecipitación es escasa o nula; sólo en el grupo de ratas subnutridas de 20
días la proporción de la IGFBP de 24 kDa en el crioprecipitado es destacada (42% con
respecto a la IGFBP de 24 kDa del suero), paralelamente a lo que sucedía en la banda de
30 kfla.
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Figura 3.4. Cuan qficación densitométrica de las autorradiografios de la figura
3.2. (IGFBPs en suero y extractos). El resultado se expresa como tanto por ciento
de la densidad óptica total en el suero correspondiente. • Significación
estadística con respecto al suero. U Sign(ficación estadística con respecto al
suero del grupo de edad inmediatamente superior. A Significación estadística con
respecto al suero de los animales subnutridos de la misma edad.
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3.2. Subnutrición y diabetes en Deriodo fetal
Para esclarecer el papel de los nutrientes y la insulina en el desarrollo de la rata en
etapa fetal realizamos un estudio en ratas gestantes y sus fetos al final de la gestación
empleando dos modelos experimentales: restricción alimentaria y diabetes por STZ. Un
grupo de ratas gestantes fue sometido a restricción alimentaria desde el día 14 o 16 de
gestación, y otro grupo recibió STZ el día 14 o 16 de gestación. Las gestantes fueron
sacrificadas a 17, 18, 19 y 21 días cuando la restricción alimentaria comenzó el día 16,
y a 18, 19 y 21 días cuando la administración de STZ se efectuó el día 16. Las ratas que
recibieron STZ el día 14 y las que fueron subnutridas desde el día 14 fueron sacrificadas
el día 17. Estos periodos de tiempo entre la instauración de la restricción alimentaria o la
administración de STZ y los sacrificios se establecieron con la finalidad de permitir la
actuación tanto de la subnutrición como del fármaco sobre la gestante y los fetos.
3.2.1. Evolución del peso corporal en la rata gestante.
En la figura 3.6. se representa, por separado, la evolución del peso corporal en las
ratas gestantes subnutridas y diabéticas y sus controles alimentados ad libitum, expresada
como tanto por ciento de incremento con respecto al peso al inicio del experimento (día
14 de gestación), en que se asignó a este parámetro un valor de 100%. En las gestantes
control se produjo un incremento progresivo y lineal del peso de aproximadamente un 21%
a lo largo de esta etapa de la gestación.
Las ratas subnutridas, tanto desde el día 14 como desde el día 16, experimentaron una
pérdida de peso de aproximadamente un 4% al día siguiente de instaurarse la subnutrición.
Posteriormente las ratas subnutridas desde el día 14 mantuvieron su peso hasta el día 17,
en que fueron sacrificadas; las ratas subnutridas desde el día 16 mostraron un ligero
incremento del peso corporal a partir del día 17, de modo que la ganancia de peso fue, al
final del experimento, de un 4,8% con respecto al día 14 (aproximadamente un 16%
menos, por lo tanto, de la encontrada en las controles). En ambos grupos de ratas
subnutridas las diferencias en la evolución del peso corporal con respecto a las ratas
control fueron estadísticamente significativas desde el dia siguiente del inicio de la
restricción alimentaria hasta el final del periodo de estudio.
A diferencia de lo que sucedió en las ratas subnutridas, en las ratas tratadas con SIZ
no se produjo, al día siguiente del tratamiento, una pérdida de peso, sino una detención
en la ganancia de peso. Posteriormente se observó un claro aumento del peso corporal en
las ratas inyectadas el día 16, que alcanzaron, al final del periodo de estudio, un 14,4%
de incremento con respecto al día 14 (aproximadamente un 7% menos del incremento que
se observó en las controles); en este grupo de ratas el incremento del peso corporal fue
significativamente inferior al de las ratas control desde el día siguiente a la administración
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de STZ. Las ratas inyectadas el día 14 habían incrementado su peso tan solo un 3,1% el
día 17, cuando fueron sacrificadas; esta cifra fue significativamente inferior a la de las
ratas control a 17 días, que habían incrementado su peso en un 8% con respecto al día 14.
3.2.2. Glucemia e insulinemia en la rata gestante.
La tabla 3.2. recoge los resultados de la determinación de la glucemia y la insulinemia
en las ratas gestantes de este estudio. La glucemia se determiné en sangre del extremo de
la cola en estado postabsortivo, a las 5 horas de habérsele retirado el alimento a las ratas
controles y diabéticas o de haber ingerido la ración las ratas subnutridas. La glucemia de
las gestantes control apenas experimentó variaciones a lo largo del periodo de estudio,
manteniéndose en torno a 50 mg/lOO ml. No se observaron diferencias significativas con
la glucemia de las gestantes subnutridas, pero si con la de las que habían recibido STZ,
cuyos valores fueron muy superiores (hasta 8 veces) en todas las etapas.
Por lo que respecta a la insulinemia, las ratas control mantuvieron unos niveles entre
2,7 y 3,0 ng/ml a lo largo del periodo de estudio. Las ratas subnutridas, tanto desde el día
14 como desde el día 16, no presentaron diferencias significativas con sus respectivos
controles en este parámetro en ninguno de los estadios estudiados. En cambio las ratas que
recibieron STZ presentaron unos niveles de insulina en suero significativamente más bajos
que los de sus controles tanto a 17 días (cuando la rata fue inyectada el día 14), en que la
insulinemia fue aproximadamente el 75% de la control, como a 18, 19 y 21 días (cuando
la rata fue inyectada el día 16), en que osciló entre el 54 y el 62% de la control.
3.2.3. Niveles de IGF-1 en suero de rata gestante.
La figura 3.7. muestra los niveles de IGF-I en suero de ratas gestantes subnutridas
(Fig. 3.7.A) y diabéticas (Fig. 3.7.B) en comparación con sus controles de la misma edad.
Se determiné también la concentración de IGF-I en el suero de un grupo de ratas hembra
adultas vírgenes. Durante el periodo de la gestación que es objeto de este estudio los
niveles de IGF-I circulante en la rata control se mantuvieron significativamente más bajos
que los encontrados en la rata virgen (unas 2,5 veces entre 17 y 19 días y unas 5 veces a
21 días). Entre 17 y 19 días los niveles de IGF-I se mantienen invariables en tomo a 200
ng/mí; entre 19 y 21 días se produce un descenso estadisticamente significativo en este
parámetro de aproximadamente un 50%.
Cuando el tratamiento comenzó el día 16 no encontramos diferencias significativas con
respecto a las ratas control ni en las ratas subnutridas ni en las diabéticas en ninguno de
los estadios estudiados, evolucionando los niveles de IGF-I de manera paralela a los de las
gestantes del grupo control. Por el contrario, cuando el tratamiento comenzó el día 14 la
concentración de IGF-I circulante fue significativamente más elevada (un 36,7%) que la
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Figura. 3.7. Niveles de IGF-J en suero de ratas gestantes subnutridas (A) y diabéticos (B)
y sus controles alimentadas ad libitum, a lo largo del último tercio de la gestación. Inicio
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de las controles en las gestantes que recibieron STZ y no difirió significativamente en las
subnutridas.
3.2.4. Análisis de las IGFBPs del suero de rata gestante.
Las IGFBPs del suero de las ratas gestantes objeto de este estudio se analizaron
mediante ‘Western ligand blot”. Posteriormente se hizo un estudio comparativo empleando
“Western ligand blot” y “Western immunoblot” para identificar IGFBP-2. Debido a la
menor cantidad de IGFBPs presentes en el suero de la rata gestante en comparación con
la rata no gestante, fue necesario aplicar mayor cantidad de muestra a los geles (el
equivalente a 4 pl de suero, frente a los 2,5 pl que se aplican habitualmente con otro tipo
de muestras) y en algunos casos prolongar el tiempo de exposición de las películas.
3.2.4.1. “Western l¡gand blot”.
La figura 3.8. muestra el resultado del análisis efectuado en las distintas poblaciones
de ratas. Las muestras de ratas subnutridas, diabéticas y controles de la misma edad se
analizaron en un mismo gel. Como se observa en esta figura, el patrón de bandas del suero
de la rata gestante se caracteriza por un marcado descenso de la intensidad de las bandas
de 40-50 kDa, que son prácticamente indetectables. La mayor parte de la IGFBP detectable
mediante “Western ligand blot” está constituida por un grupo de 3 bandas de 30, 28 y 27
kDa, además de una banda intensa de 24 kDa.
3.24.2. Análisis comparativo mediante “Western ligand bloC’ y “Western
immunoblot”.
El resultado del estudio comparativo de las IGFBPs del suero mediante “Western
ligand Not” y ‘Western immunoblot’ se muestra en la figura 3.9. En el mismo gel se
analizó el equivalente de 4 pl de suero de dos muestras de cada población (ratas
subnutridas, controles y diabéticas), agrupadas por edades (18, 19 y 21 días). En la
membrana de nitrocelulosa se efectuaron sucesivamente el análisis mediante “ligand blot”
y el análisis mediante “immunoblot’ con antisuero anti-bIGFBP-2. Este antisuero fue el
único de los cuatro ensayados que dio reacción cruzada con las IGFBPs del suero de rata
(Ver 2.7.7. y Fig. 2.9.).
En el análisis mediante “Western ligand blot” se observa el patrón de bandas
característico de la rata gestante comentado en el epígrafe anterior. El análisis mediante
“Western immunoblot” muestra claramente en todas las muestras una banda de
aproximadamente 30 kfla que corresponde, al menos en parte, a la banda del mismo peso
molecular aparente del “ligand blot”. El fondo relativamente alto que se obtuvo en esta
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membrana tras el análisis mediante ‘immunoblot” se debe a que fue necesario prolongar
el tiempo de revelado para obtener una señal adecuada.
3.2.4.3. Cuantificación densitométrica.
El resultado de la cuantificación densitométrica de las autorradiografias de la figura
3.8. se ha expresado (Tabla 3.3.) como tanto por ciento de la densidad óptica de las
distintas bandas o grupos de bandas con respecto a la densidad óptica total del suero
correspondiente. El grupo de bandas en torno a 30 kfla se cuantificó conjuntamente, ya
que en algunas autorradiografías la resolución de las tres bandas no era buena. Se eligió
esta manera de expresar los resultados debido a que cada estadio se analizó en geles
independientes y no se corrió en ellos una muestra que sirviera para comparar entre silos
resultados de cada membrana.
Salvo a 17 días, donde la intensidad de las bandas de 30 kDa predomina sobre la de
la banda de 24 kDa, la densidad óptica total se distribuye aproximadamente a partes
iguales entre ambos grupos de bandas. Las bandas de 40-50 kDa sólo fueron detectables
a 17 días. En las gestantes subnutridas de 17 días la proporción de las bandas de 30 kDa
y de 40-50 kfla fue significativamente inferior a la de sus controles, al contrario de lo que
sucedió con la banda de 24 kDa. En las gestantes diabéticas dc 19 días sucedió lo contrario
con las bandas de 30 y 24 kDa.
Se cuantificó por separado la banda correspondiente, al menos en parte, a IGFBP-2.
Esta banda constituyó, en todos los estadios, entre un 25 y un 35% aproximadamente de
la densidad óptica total del suero (no se muestran los resultados), y no difirió
significativamente entre las distintas poblaciones de ratas gestantes en ninguno de los
estadios estudiados.
3.2.5. Resumen de los resultados obtenidos en ratas gestantes.
Tanto la subnutrición como la diabetes por STZ (modelos desde 16 días de gestación)
provocaron en la rata gestante una reducción en la ganancia de peso, más marcada en el
modelo de subnutrición. Ni la glucemia ni la insulinemia se vieron alteradas en las
gestantes subnutridas, mientras que la administración de STZ provocó hipoinsulinemia y
una marcada hipergiucemia. Los niveles de IGF-I y las IGFBPs no se alteraron en ninguno
de los dos modelos.
En los modelos desde 14 días las únicas diferencias con los modelos desde 16 días
fueron una elevación en los niveles de IGF-I en las gestantes diabéticas y un descenso en
las IGFBPs en las gestantes subnutridas, en comparación con las controles.
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3.2.6. Evolución del peso corporal fetal.
En la figura 3.10. se recoge la evolución del peso corporal de los fetos de ratas
gestantes subnutridas, diabéticas y sus controles a lo largo del periodo estudiado. En las
tres poblaciones de fetos se produjo un incremento progresivo del peso corporal de tipo
exponencial, de modo que el día 21 el peso fue casi 8 veces superior al que presentaban
los fetos a 17 días. No observamos diferencias estadísticamente significativas entre las tres
poblaciones de fetos en ninguno de los estadios estudiados.
El número medio de fetos por camada (en tomo a 12) fue similar en las tres
poblaciones de ratas y en todos los estadios.
Se registró el peso de 3 poblaciones de ratas recién nacidas procedentes de madres
subnutridas (desde el día 16 de gestación), diabéticas (inyectadas con STZ el día 16 de
gestación) y controles (alimentadas ad libitum). El peso cte los recién nacidos (media +
DE de 2 camadas) de madre subnutrida (4,38 + 0 27 g) fue significativamente inferior al
de los controles (6,01 ±0,38 g); no hubo diferencias significativas entre el peso de los
recién nacidos de madre diabética (5,72 ±0,40 g) y los controles.
3.2.7. Glucemia e insulinemia fetales.
La glucemia fetal (Tabla 3.2.), al igual que la de la rata gestante, se determiné en
estado postabsortivo. En los fetos control este parámetro apenas experimentó variaciones
a lo largo del periodo de estudio, manteniéndose por debajo de 50 mg/lOO ml. No se
observaron diferencias significativas con la glucemia de los fetos subnutridos, pero sí con
la de los fetos de madre diabética, cuyos valores de glucemia fueron muy superiores (entre
6 y 9 veces) en todas las etapas.
Análogamente a lo que sucedía con el peso, se produjo un incremento progresivo de
la insulinemia fetal (Tabla 3.2.), que fue significativo, tanto en ratas subnutridas como en
sus controles, entre 18 y 19 y entre 19 y 21 días. La insulinemia de los fetos subnutridos
fue similar a la de sus controles a todas las edades excepto a 21 días, en que los primeros
presentaron niveles significativamente superiores a los de sus controles.
La insulinemia de los fetos diabéticos fue significativamente inferior a la de sus
controles a 17 días (cuando la STZ se administró a los 14 días) y a 19 y 21 días (cuando
se administré a los 16).
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3.2.8. Niveles de IGF-TI en suero fetal.
Los niveles de IGF-II circulante (Fig. 3.11.) en los fetos procedentes de gestantes
alimentadas ad libitwn experimentaron un descenso, aunque irregular, a lo largo del
periodo estudiado, alcanzando al final de la gestación un valor de aproximadamente la
tercera parte del valor a 17 días.
En los fetos procedentes de madres subnutridas (Fig. 3.11 .A) la concentración de
IGF-II fue significativamente inferior (aproximadamente la mitad) a la de los fetos control
a 18 y 19 días. A 21 días los niveles de esta hormona fueron similares en ambas
poblaciones.
La concentración de IGF-1I en el suero de los fetos procedentes de madres diabéticas
(desde día 16) (Fig. 3.11 .B) fue significativamente más alta que la de los fetos control a
18, 19 y 21 días (entre 1,4 veces a 19 días y 2,7 veces a 21 días). Por el contrario,
cuando la STZ se administró el día 14 la concentración sérica de IGF-Il de los fetos a 17
días fue de aproximadamente la mitad de la que presentaron los controles de la misma
edad.
3.2.9. Niveles de IGF-I en suero fetal.
Se efectuó la determinación de la concentración de IGF-I circulante en las mismas
muestras en que se valoró IGF-II, obteniéndose un patrón de alteraciones paralelo al que
resultó en la cuantificación de IGF-1I. Debido a las altas concentraciones de IGF-II
presentes en periodo fetal, y teniendo en cuenta el grado de reacción de cruce de este
péptido en nuestro RíA de IGF-I, concluimos que los resultados obtenidos reflejan la
interferencia de IGF-II en la cuantificación de IGF-I, por lo que no hemos considerado
estos resultados en nuestro estudio.
3.2.10. Análisis de las IGFBPs en suero fetal.
3.2.10.1. IGFBPs en suero fetal normal. Análisis mediante “Western ligand blottt.
Previamente al análisis de las IGFBPs del suero de fetos procedentes de ratas gestantes
sometidas a alteraciones de su estado hormonal o nutricional efectuamos un estudio
mediante “Western ligand blot’ de la evolución del patrón de K3FBPs en el suero de fetos
normales de 17, 18, 19 y 21 días de gestacion.
El patrón de bandas típico del suero de rata fetal (Fig. 3.12.) se caracteriza por la
presencia de una banda muy intensa con un peso molecular aparente de aproximadamente
30 kDa que constituye la mayor parte de la IGFBP detectable mediante esta técnica. Se
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aprecia claramente también una banda de menor intensidad a 24 kDa y finalmente dos
bandas entre 40 y 50 kDa, claramente visibles a 17 días y muy tenues a las demás edades.
En la tabla 3.4. se recoge el resultado de la cuantificación densitométrica de las
bandas de la autorradiografía de la figura 3.12., expresado tanto en valor absoluto
(unidades arbitrarias) como en tanto por ciento de intensidad de cada banda con respecto
a la intensidad total del suero correspondiente. La banda de 30 kDa, que supone un 80 a
90% de la IGFBP total del suero fetal, se mantiene constante entre 17 y 19 días, y sólo
a 21 días experimenta un descenso (aproximadamente un 27%) significativo con respecto
a las etapas anteriores. La importancia relativa de las bandas de 24 kDa, y sobre todo de
40-50 kDa, es menor. Salvo a 17 días, donde las bandas de 40-50 kDa suponen un 11,7%
de la IGFBP total, a edades posteriores sólo representa entre un 3,4 y un 5,6%. Por lo que
respecta a la banda de 24 kDa, se observó un aumento progresivo (y estadisticamente
significativo) de intensidad relativa entre 17 y 21 días, pasando de un 5,1% a un 13,7%.
3.2.10.2. IGFBPs en suero de fetos procedentes de ratas gestantes subnutridas y
diabéticas. Análisis mediante “Western ligand blot”.
Las IGFBPs circulantes de los fetos procedentes de madres subnutridas, diabéticas y
sus controles se analizaron mediante “Western ligand blot’t. Se incluyeron en el análisis
muestras de fetos de 17 días (instauración de la subnutrición o administración de STZ el
día 14) y de 18, 19 y 21 días (instauración de la subnutrición o administración de STZ el
día 16), tal como se muestra en las autorradiografías de la figura 3.13. Se aprecia
claramente en esta figura el patrón de bandas característico del suero de rata fetal, descrito
en el epígrafe anterior. Las muestras de ratas subnutridas, diabéticas y controles de la
misma edad se analizaron en un mismo gel, por lo que a efectos de hacer comparables los
resultados entre distintas edades se corrió una misma muestra de suero de feto de 21 días
en todos los geles.
3.2.10.3. Análisis comparativo mediante “Western ligand blot” y “Western
immunoblot”.
El resultado del estudio comparativo de las IGFBPs del suero mediante “Western
ligand blot’ y “Western immunoblot’ se muestra en la figura 3.14. En el mismo gel se
analizó el equivalente de 2,5 pl de suero de dos muestras de cada población (fetos de
gestantes subnutridas, controles y diabéticas), agrupadas por edades (18, 19 y 21 días). En
la membrana de nitrocelulosa se efectuaron sucesivamente el análisis mediante “ligand
blot” y el análisis mediante “immunoblot” con antisuero anti-bIGFBP-2.
En el análisis mediante “Western ligand blot” se observa el patrón de bandas
característico de la rata fetal ya comentado en epígrafes anteriores. En el análisis mediante
-149-
1 II 1:
n*
4k
+
It>
0>
e
¡
eeeeeueeeeee
~4J
a>
=be&3uloa>0
•0
e
<4e
ycl’
E
~
s,~
-
,
¡4
‘
,
4-.
c~
c~
~
o,
~
,
‘
-a
~
—
4)~(3~
4-a
“
-4
—
¡4
4)
~
E
4)
~
~.;~.~
4
)
~
.
~
“
~
.
~
‘
~
-
(““1
N
4
-’
‘
-4
~
—
4)
C
l
Co
“
-.a
t4
.4)
4)
E’-
-i
~
—
V
I
4
-
±
4
•
~
1
4
¡4
4
-
0
0
0
Qn
00
~
~
~fl~cn
*Á
un
—
CM
rs
(3
rs
5
~
‘
.9~t4
~
‘
.0
0
0
O
’
~
—
h~
Cfl
E’-
4
~
«
~
E’”
‘O
4
V
IO
’
~
irO
’
O
-
O
-
«
~
Cl
Un
:2
QQ
4
0%
4
a>
rs
Cl
¡4
a>Cl
S
t
~
QN
~ll
~
—
‘9.
¿
S
4
Ir~
<
0
oc
+
I+
t+
I+
t-1
-í+
4
-f-U
—
¡4
r&
~¿
O
C
Q
00
4
m
t
‘O
E
’½
V
~
.
.
.
.
.
~
4
a
>
4
-
4
-
.
4>E5Cl
4)
.
~
-
‘o
.
.
CM
-
~
4!”-
o
O
’
E’-
a>EcA
~
rl
O
ti
Cl
Cl
¡
Cl
a>
0<
0<
—
E.-.
o—
~4)(3
rl
rl
—
.
—
—
“
-4
—
u
o
4)4-44)
‘
o
a>
‘o
a>
‘o
a>
Q<
‘o
e
rl
e
rl
e
rl
‘O
a>
Ci
a>
rl
a>
en
(3”--
Cl
•fl
~4
~
.
—
C
C
4
Cl
‘o
“Western immunoblot” se aprecia claramente en todas las muestras una banda de
aproximadamente 30 kDa superponible a la banda del mismo peso molecular aparente del
“Westem ligand blotE.
3.2.10.4. Cuantificación densitométrica.
En la figura 3.15. y en la tabla 3.5. se recogen los resultados de la cuantificación
densitométrica de las autorradiografías de la figura 3.13., expresados, respectivamente, en
valor absoluto (unidades arbitrarias) o en tanto por ciento de intensidad de cada banda con
respecto a la intensidad total del suero correspondiente. La intensidad de la banda de 30
kDa, que es la más abundante, experimentó, en las ratas control, un ligero descenso a lo
largo del periodo estudiado (significativo entre 17 y 21 días). Un descenso similar, aunque
más regular, se observó en la banda de 24 kDa. En el grupo de bandas de 40-50 kDa se
aprecia un brusco descenso entre 17 y 18 días; posteriormente no encontramos cambios
significativos. El ligamiento total de IGF-II (IGFBP total) refleja los cambios en la banda
de 30 kDa, que es con mucho la más intensa en todos los estadios. Estos resultados son
similares a los ya descritos en 3.2.10.1., con la salvedad de que allí se encontró un ligero
incremento de la intensidad de la banda de 24 kDa entre 17 y 21 días, a diferencia de lo
observado en esta prueba.
No hemos encontrado diferencias significativas entre fetos de gestantes subnutridas o
diabéticas y sus controles en ninguna de las formas de IGFBPs en ninguno de los estadios
cuando el tratamiento se inició el día 16. Por el contrario, cuando el tratamiento se inició
el día 14, sólo en los fetos de gestantes diabéticas se observó, el día 17, un descenso ligero
(25% aproximadamente) pero significativo en la intensidad de los tres grupos de bandas
y en la IGFBP total.
No se observaron tampoco diferencias significativas entre las tres poblaciones
estudiadas, en ninguno de los tres grupos de bandas, cuando el resultado de la
cuantificación de las autorradiografias se expresó como porcentaje de IGFBP total en el
suero.
3.2.11. Estudio del ligamiento de IGF-I y II a preparaciones de membrana
plasmática.
Se estudió el ligamiento de ambas hormonas, IGF-1 e IGF-II, a preparaciones de
membrana plasmática de cerebro e hígado de fetos de 19 y 21 días, tanto de gestantes
subnutridas desde el día 16 de gestación como de gestantes que recibieron STZ el día 16
de gestación, en comparación con sus controles alimentadas ad libitum. También se estudió
el ligamiento de IGF-Il a preparaciones de placenta de las tres poblaciones y de los
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moleculares (en ISa).
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mismos estadios. El resultado se expresa como el porcentaje de ligamiento específico con
respecto al ligamiento total, y se presenta en la tabla 3.6.
3.2.11.1. Hígado.
Tal como muestra la tabla 3.6., el porcentaje de unión específica de IGF-I a hígado
fue muy bajo, entre 1 y 1,5%. No se observaron cambios significativos entre las tres
poblaciones de fetos (subnutridos, diabéticos y controles) en ninguno de tos estadios
estudiados. Tampoco hubo diferencia significativa alguna en el ligamiento entre 19 y 21
días en ninguna de las dos poblaciones con respecto a los controles.
A diferencia de lo que sucede con IGF-1, el ligamiento específico de IGF-II a
membranas de hígado fue apreciable (entre 13 y 20%). Tampoco aquí se obtuvieron
diferencias significativas entre fetos subnutridos o diabéticos y sus controles. Aunque en
las tres poblaciones se produjo un ligero incremento en el porcentaje de ligamiento
específico de IGF-H entre 19 y 21 días, este incremento fue significativo sólo en el grupo
de fetos diabéticos.
Se determinó la constante de afinidad del ligamiento de RIF-II en dos muestras de
preparaciones de membranas de 19 días de cada una de las tres poblaciones estudiadas,
mediante análisis de Scatchard. Los trazados resultantes se ajustaban a rectas, y los valores
de Ka obtenidos (a multiplicar por iO~ M% fueron 1 18 + 0 22 para los fetos controles,
1,50 ±0 13 para los subnutridos y 0,74 ±0,05 para los diabéticos. El análisis estadístico
no mostró diferencias significativas entre estos valores.
3.2.11.2. Cerebro.
El porcentaje de unión específica de IGF-I a membranas de cerebro fue muy bajo
(entre 1,6 y 2,6%) y no mostró diferencias significativas entre fetos subnutridos o
diabéticos y sus controles. Aunque se observó un ligero descenso en el porcentaje de
ligamiento entre 19 y 21 días en las tres poblaciones, no hubo significación estadística.
Por lo que respecta al ligamiento específico de IGF-II, no se observaron cambios
significativos ni con la edad ni con el tratamiento, manteniéndose entre el 7 y el 8%
aproximadamente en todos los casos.
3.2.11.3. Placenta.
Como se muestra en la tabla 3.6., no encontramos cambios significativos ni con la
edad ni con el tratamiento en el ligamiento especifico de IGF-fl a las preparaciones de
placenta. El porcentaje de unión específica osciló en todos los casos entre el 10 y el 12%.
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3.2.12. Resumen de los resultados obtenidos en fetos.
En ninguno de los dos modelos estudiados (desde 16 días) se han observado
alteraciones del peso corporal en etapa fetal (sólo al nacimiento se evidenció un menor
peso en los recién nacidos de gestantes subnutridas). La insulinemia y la glucemia no se
alteraron tampoco en el modelo de subnutrición, mientras que en el de diabetes se observó
una marcada hipergiucemia, acompañadaen casi todos los estadios de hipoinsulinemia. Los
niveles de IGF-1l estaban reducidos a 18 y 19 días en los fetos de gestantes subnutridas
y aumentados entre 18 y 21 días en los fetos de gestantes diabéticas. No se encontraron
diferencias entre los tres modelos en las IGFBPs, la más abundante de las cuales fue una
forma de 30 kDa (en su mayor parte IGFBP-2).
En los modelos desde 14 días la diferencia más destacada se observó en los fetos de
gestante diabética, que presentaron niveles de IGF-II y de IGFBPs disminuidos con
respecto a los fetos control.
3.3. Subnutrición y diabetes en periodo neonatal
Un estudio análogo al efectuado en etapa fetal se llevó a cabo en la rata en periodo
neonatail. En los animales subnutridos la restricción dietética comenzó el día 16 de
gestación y se prolongó durante la lactancia; esta restricción fue indirecta, ya que derivó
de la carencia nutricional materna. El modelo de diabetes por STZ se provocó por
inyección intraperitoneal de esta sustancia a las crías el día 4 de vida postnatal. Los
animales fueron sacrificados a los 8, 14 y 22 días de edad.
3.3.1. Evolución del peso corporal.
Tanto las ratas subnutridas como las diabéticas presentaron un peso corporal inferior
al de sus controles en los tres estadios estudiados (Fig. 3.16.). En las ratas subnutridas el
peso alcanzado varió entre un 43% a 8 días y un 59% a 22 días con respecto a las ratas
control, procedentes de madres alimentadas att libitum; en las tres etapas las diferencias
fueron estadísticamente significativas. En las ratas diabéticas la diferencia de peso no fue
tan marcada: un 31 y un 19% inferior (en comparación con las controles) a 14 y 22 días,
respectivamente, estadios en que hubo diferencias significativas.
Finalmente, como se aprecia en la figura 3.16., en las tres poblaciones se observó un
progresivo incremento del peso corporal con la edad a lo largo de la etapa estudiada.
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3.3.2. Glucemia e insulinemia.
Los resultados de la determinación de la glucemia y la insulinemia de las ratas en
periodo neonatal se recogen en la tabla 3.7. La glucemia de las ratas control se mantuvo
constante en tomo a 121 mg/lOO ml en las tres etapas estudiadas. Las ratas subnutridas
presentaron, a todas las edades, niveles de glucosa en sangre significativamente inferiores
(entre un 20 y un 30% aproximadamente) a los de sus controles; por el contrario, la
glucemia de las ratas diabéticas fue de 2,6 a 3,6 veces más elevada.
Por lo que se refiere a la insulinemia, se observó en los animales control un
progresivo incremento en la concentración de esta hormona a lo largo del periodo
estudiado, pasando de 1,68 ng/ml a 8 días a 3,85 ng/ml a 22 días. Tanto los animales
subnutridos como los diabéticos presentaron niveles de insulina en suero inferiores a los
de sus controles, con significación estadística en todos los casos (salvo en ratas diabéticas
de 8 días). Estas diferencias con respecto a los animales control fueron más marcadas en
las poblaciones de ratas subnutridas a 8 y 14 días y en las diabéticas a 22 días. En las ratas
diabéticas se produjo además una disrupción del patrón de incremento de los niveles de
insulina con la edad que presentaron los animales controles y subnutridos.
3.3.3. Niveles de IGF-I y II en suero.
Los niveles de IGF-I (Fig. 3. 17.A) en suero de ratas control experimentaron un
progresivo incremento entre los 8 y los 22 días de vida, pasando de 135,1 a 278,0 ng/ml.
De manera análoga a lo ya descrito para la insulina, tanto los animales subnutridos como
los diabéticos presentaron niveles de IGF-1 en suero significativamente inferiores a los de
sus controles a todas las edades. En las ratas subnutridas los niveles de este péptido fueron
entre un 69% (a 14 días) y un 91% (a 8 días) más bajos que los de sus controles. En las
ratas diabéticas las diferencias fueron menos marcadas, con niveles entre un 39% (a 14
días) y un 57% (a 22 días) más bajos que en las ratas control. También en los animales
diabéticos se produjo un trastorno del patrón de cambios de los niveles de IGF-I con la
edad que se observó en los animales controles y en los subnutridos.
En la figura 3. 17.B se representan las concentraciones de IGE-lí en el suero de las
tres poblaciones de ratas en etapa neonatal. Se aprecia en todas ellas un descenso
progresivo de la concentración de este péptido conforme se incrementa la edad. Mientras
que entre los animales subnutridos y sus controles no hemos hallado diferencia significativa
alguna en ningún estadio, en los diabéticos de 8 y 14 días los niveles de IGF-II fueron
significativamente más bajos (entre 50 y 60% aproximadamente) que los de sus controles.
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Figura 3.16. Evolución del peso corporal de las ratas subnutridas (desde el día 16 de
gestación), diabéticas (inyección de 577 el día 4) y controles (alimentadas ad libitum) en
periodo neonatal. Media + DE de 6 - 8 animales. • Sign~flcación estadística con
respecto al grupo control. U Sign~cación estadística con respecto al grupo de edad
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Tabla 3.7. Glucemia e insulínemia de ratas subnutridas (desde el día 16 de gestación)>
diabéticas (inyección de Siz el día 4) y sus controles alimentados ad libitum, en periodo
neonatal.
Edad (días) Glucemia Insulinemia
8 Subnutridos
Controles
Diabéticos
83,3 + 9 8~ 0,92 + O 05
121,1 ±5,6 1 68 + 021
356,8 + 48 la 1 32 + 0 42
14 Subnutridos
Controles
Diabéticos
94,9 ±11 48 0 83±012a,b
121,2 + 5 8 1,94 + O 2V
312,3 + 37 o
8 i 27 + O l3~
22 Subnutridos
Controles
Diabéticos
89,2 ±10,1~ 2 80±0 28~
121,3 + 3 4 3,85 ±0,46
439,3 ±33,Y 1 31 + O 30~
Media + DE
8 Significación
F Significación
de 6 a 8 animales.
estadística con respecto al grupo control.
estadística con respecto al grupo de edad inmediatamente superior.
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Figura 3.17. Niveles de ¡Of! (A) e ¡GE-II (B) en suero de rafas subnutridas, diabéricas
y sus controles alimentadas ad libitum en periodo neonatal. Media + DE de .5 6
animales. • Sign«icación estadística con respecto al grupo control. U Significacion
estadística con respecto al grupo de edad inmediatamente superior.
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3.3.4. IGFBPs en suero neonatal.
3.3.4.1. “Western ligand biot”.
Las IGFBPs circulantes de los neonatos subnutridos, diabéticos y sus controles se
analizaron mediante Western ligand blotE (Fig. 3.18). Las muestras de las tres
poblaciones de ratas de la misma edad se analizaron en un mismo gel, por lo que a efectos
de hacer comparables los resultados entre distintas edades se corrió una misma muestra de
suero patrón en todos los geles.
A todas las edades se observa claramente un patrón constituido por tres grupos de
bandas, de pesos moleculares aparentes de 40-50 kDa, 30 kDa y 24 kfla. En las ratas
control la banda de 30 kDa fue la más abundante a 8 y 14 días; a 22 días su intensidad
disminuyó, y fue similar a la de las formas de 40-50 kfla. A todas las edades, tanto en las
ratas subnutridas como en las diabáticas, la intensidad de esta banda de 30 kfla fue
superior, en cuantía variable según la edad y el tratamiento, a la de las controles. A 40-50
kfla se aprecian 2 bandas cuya intensidad aumenta con la edad en las tres poblaciones; en
las ratas subnutridas estas bandas son menos marcadas que en las controles a todas las
edades. Por último, se observa también una banda nítida a 24 kDa cuya intensidad es
menor a 22 días que a edades anteriores en las tres poblaciones.
3.3.4.2. Análisis comparativo mediante “Western ligand blot y “Western
immunoblot”.
El resultado del estudio comparativo de las IGFBPs del suero mediante “Western
ligand blot’ y “Western immunoblot’ se muestra en la figura 3.19. En el mismo gel se
analizó el equivalente de 2,5 ~¿lde suero de dos muestras de cada población, agrupadas
por edades (8, 14 y 22 días). Los análisis mediante “ligand blot’ y mediante
‘immunoblot” con antisuero anti-bIGFBP-2 se efectuaron sucesivamente en la misma
membrana de nitrocelulosa.
En el análisis mediante EiWestern ligand blot” se observa el patrón de bandas ya
comentado en el epígrafe anterior. A 22 días se observan, en controles y diabáticas de 22
días, dos bandas en lugar de una en torno a 30 kDa, con pesos moleculares aparentes de
30 y 28 kDa; estas dos bandas se habrían detectado separadas probablemente también en
las muestras de ratas subnutridas con un menor tiempo de exposición de la película. El
análisis mediante ‘Western immunoblot” muestra claramente en todas las muestras una
banda de aproximadamente 30 kDa que corresponde, al menos en parte, a la banda del
mismo peso molecular aparente del “ligand blot~. Si bien el incremento en la intensidad
de esta banda que se observa en el ligand blot” de las poblaciones de ratas subnutridas
se debe, al menos en parte a la presencia en suero de mayores cantidades de IGFBP-2, no
-164-
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es este el caso de los animales diabéticos, donde la cantidad de IGFBP-2 detectada por
“immunoblot” es ligeramente menor a todas las edades, especialmente a 22 días. El
incremento en la intensidad en torno a 30 kDa que se observa en el “ligand blot” de las
ratas diabéticas se debe por tanto a una forma distinta de IGFBP-2, probablemente la
banda de 28 kDa, que quizá corresponda a IGFBP-1.
3.3.4.3. Cuantificación dens¡tométrica.
En la figura 3.20. y en la tabla 3.8. se recogen los resultados de la cuantificación
densitométrica de las autorradiografías de la figura 3.18., expresados, respectivamente, en
valor absoluto (unidades arbitrarias) o en tanto por ciento de intensidad de cada banda o
grupo de bandas con respecto a la intensidad total del suero correspondiente.
En las ratas control la banda de 30 kDa fue la más abundante a 8 y 14 días, y su
cuantía descendió a lo largo del periodo neonatal, pasando de un 77,4% de la IGFBP total
cuantificable por este método a 8 días a un 42,2% a 14 días. Este descenso fue
concomitante con el incremento de la intensidad de las bandas de 40-50 kDa, que pasaron
de constituir un 2,5% de la IGFBP total a 8 días a un 44,0% a 22 días. La banda de 24
kDa experimenté cambios menos marcados en periodo neoriatal, con un ligero descenso
a 22 días, en que constituyó un 13,8% de la IGFBP total del suero.
Tanto la subnutrición como la diabetes alteraron este patrón de bandas. En ambas se
produjo un incremento de la intensidad de la banda de 30 kDa a todas las edades con
respecto a las ratas control, de cuantía similar a 8 días (44,4%) pero más marcado en las
diabéticas a 14 días (57,6% frente a 33,0% en subnutridas) y en las subnutridas a 22 días
(60,7% frente a 43,9% en las diabéticas). La intensidad de las bandas de 40-50 kDa fue
inferior (60% aproximadamente> en las ratas subnutridas a 14 y 22 días; en las diabéticas
estas bandas presentaron una intensidad igual (a 22 días) o superior (a 8 y 14 días) a la de
las controles. Por último, en la banda de 24 kDa no se observaron cambios significativos
en las ratas diabéticas con respecto a las controles en ningún estadio, y sf en las
subnutridas a 8 y 14 días, en las que la intensidad de esta banda fue un 39% menor. La
IGFBP total refleja esencialmente los cambios en la intensidad de la banda de 30 kDa, que
es la más abundante.
3.3.5. Estudio del ligamiento de IGF-I y II a preparaciones de membrana plasmática.
Se estudió el ligamiento de ambas hormonas, IGF-I e IGE-Il, a preparaciones de
membrana plasmática de cerebro e hígado de neonatos subnutridos, diabéticos y control
de 8, 14 y 22 días. El resultado se expresa como el porcentaje de ligamiento específico con
respecto al ligamiento total, y se presenta en la tabla 3.9.
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Figura 3.18. Análisis mediante ‘Western ligand blot” de las IGFBPs del suero
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Figura 3.19. Análisis comparativo mediante ~Western ligand blot” y
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3.3.5.1. Hígado.
No se recoge en la tabla 3.9. el resultado del estudio de ligamiento específico de IGF-I
a las preparaciones de membrana plasmática de hígado debido a que a 14 y 22 días no
hubo diferencias significativas entre el ligamiento específico y el inespecífico en ninguna
de las poblaciones. A 8 días el resultado obtenido fue de 1,13 + 0 04% para las ratas
control, 1,06 + 0 34 para las subnutridas y 0,92 ±0,64 para las diabéticas; no hubo
diferencias estadísticamente significativas entre estos resultados.
El ligamiento de IGF-II experimenté un descenso progresivo en las tres poblaciones
a lo largo del periodo de estudio. Les animales subnutridos presentaron un porcentaje de
ligamiento específico significativamente inferior (entre un 30 y un 45%) al de sus
controles. Por el contrario, el porcentaje de ligamiento específico de los animales
diabéticos fue significativamente más alto que el de los controles a 8 y 14 días (30% y
40% respectivamente).
Para averiguar si los cambios en el ligamiento específico de IGF-II a membranas de
hígado causados por la subnutrición y la diabetes tienen su origen en alteraciones de la
afinidad por el ligando de los sitios de unión se determin6, mediante análisis de Scatchard,
la constante de afinidad del ligamiento de este péptido. El resultado del análisis de 2 o 3
preparaciones de membrana de cada población a 8, 14 y 22 días se muestra también en la
tabla 3.9. En todos los casos los trazados resultantes se ajustaban bien a líneas rectas (en
la figura 3.2 1. se muestra un ejemplo). Los valores de K obtenidos oscilaron entre 1,36
y 2,25 X iO~ Mt sin que variaran significativamente entre los distintos grupos.
3.3.5.2. Cerebro.
El porcentaje de uni6n específica de IGF-I a membranas de cerebro fue muy bajo y
no mostró diferencias significativas entre neonatos subnutridos o diabéticos y sus controles.
No hubo cambios significativos tampoco entre los distintos estadios.
Por lo que respecta al ligamiento específico de IGF-II, no se observaron cambios
significativos ni con la edad ni con el tratamiento, a excepción de los neonatos diabéticos
de 14 días, en que fue significativamente inferior al de sus controles. En todos los casos
este parámetro se situé entre el 4 y el 6% aproximadamente.
3.3.6. Estudio de regresión y correlación.
Se efectuó el análisis de regresión y correlación de diversos parámetros de las ratas
en periodo neonatal (tabla 3.10.). Para los cálculos se reunieron en cada análisis los datos
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Figura 3.21. Representación de Scaichard de un experimento de ligamiento de ¡CF-II
a una preparación de membrana plasmática de hígado de rata corurol alimentada ad
libitum dc 14 días. Cada punto representa la media de cuatro determinaciones.
II ‘‘~Ll¡ ¡
de las tres edades estudiadas. Las figuras 3.22. y 3.23. muestran la representación gráfica
de alguno de estos análisis que consideramos más relevantes.
Se observó muy buena correlación positiva (r = 0,83 a 0,92) entre IGF-1 y el peso
corporal y entre IGF-I y la insulinemia en las poblaciones de ratas subnutridas y controles;
en las diabéticas se obtuvo también correlación positiva entre IGF-I y el peso corporal,
aunque no tan alta (r 0,60) como en las otras dos poblaciones, pero no se observó entre
IGF-I y la insulinemia. La insulinemia de las ratas subnutridas y controles se correlacioné
positivamente con el peso corporal; esta correlación no se observó en las ratas diabéticas.
La IGFBP de 30 kDa (en unidades arbitrarias> se correlacionó inversamente con el
peso corporal y con IGF-I en las tres poblaciones, con r entre -0,89 y -0.82 (excepto en
ratas diabéticas donde r fue -0,60). La correlación con la insulinemia, también negativa,
fue significativa en animales subnutridos y controles. Con la glucemia se obtuvo muy
buena correlación negativa (r = -0,87) sólo en los animales diabéticos.
3.3.7. Resumen de los resultados obtenidos en rata neonatal.
Las dos situaciones estudiadas, subnutrición y diabetes, provocaron en la rata neonatal
un retardo del crecimiento, más marcado en Ja diabetes, junto con un descenso en los
niveles de IGF-I en suero. IGF-II, por el contrario, sólo se vio alterado en la rata diabética
en etapas precoces. Ambas situaciones se acompañaron de hipoinsulinemia, pero mientras
que los neonatos subnutridos eran hipoglucémicos, los diabéticos eran marcadamente
hipergiucémicos.
En periodo neonata] la IGFBP más abundante es todavía una forma de unos 30 kDa.
Tanto la subnutrición como la diabetes provocan una elevación en la intensidad de esta
banda (“Western ligaud blot”), pero su efecto sobre las distintas especies de IGFBPs
parece diferente, a juzgar por el “immunoblot’.
Finalmente, ambas situaciones produjeron alteraciones de signo contrario en el
ligamiento específico de IGF-II a membranas de hígado, con aumento en la diabetes y
disminución en la subnutrición.
-173-
• 1 !l ~lIIl¡~III
>
~
—
~
—
‘n
o
r—
oc
CÑ
s
~
s
><
O
t
vn
‘flC
C~o
“
>
os
ci
Ú
Cl
‘O
~
V
¿
O
o
~
fl
—
v
y
¡
Z
O
i~
y
~1:
~
e
n
V
e
’~
sor—
‘C
~
Cfl
C
fl00
+
~
~CCO
C
O
N
rIN
Ci
O
~
O
~
ta
o
cflO
O
o
c
0
o
o
~
n
~
o
liii
II¡¡
liii
‘
‘u
¡¡¡u
liii
liii
O
ON
~&
4
0
—
0
’o
—
O
—
~
¿
V
0
Z
‘r~
¡
m
V
c¿
V
0~
n
0
0
0
—
0
0
O
~
<
~
v
.n
v
cc
ojoZ
V
—
—
~
~
‘
~
a
¡
¡
~
~
+
‘s
o
+
—
~
Ca>
N
S
t
oc
~
—
~
0
\t
N
~
~
Cfl
~
c’1
,~o
~
o
o
0
c
n
—
&
~
r
-ú
c
o
c
o
C
flC
fl
.
~
O
~
~ 00
~O
O
~
—
—
—
C
fl~
~
‘9½
c
n
~
c
n9
c
n
9
g~9
liii
liii
¡¡¡u
liii
¡¡u
¡¡¡u
t~
t..
~
tc
t
e
n
o
Ir
~
ú
~
Q
O
~
~O
0
0
0
0
%-
m
v
~
—
1~-~-
—
~
a
’
.
~
o
’
•
~
4
O
u
¡
~
+
+
t~
~
-i-
~
+
+
fl
r~
o
o
u~
ci
t
00
—
—
cn~—
0
0
0
CÑ
~O
Cii
~CÑ
~(N
C
’~<~
~
C
fl’~
‘
~
r—
-J
ocr—
t~
O
S
C
O
.
.
~
¡
~
-
~
¡Iii
liii
liii
III
liii
liii
II,,
-
~
-
~
O
o
o
o
&
E
~
E
8
E
8
E
8
8
o
—
o
—
o
o
V
—
~
-
O
~
0
~S
o
O—
—
I~
)
4
-.
=
-t
4rl-
0 ¶00 200 300 400 500
00
o
o
o
o O80
o-
0 100 200 300 400 500
DIABETICOS
350-
y - 54,28 . 1,74x
- 0.5989 (p<O.O5) 280-
210-
140
o
WC oo 70
o0 10 20 30 40 60
y • -10,26 • O28x
• 0.6677 (p<O.O1)
o E’
o
OO~ o
o DOcl
o
100 200 300 400 500
Glucemia (mg/lOOmI)
Figura 3.22. Análisis de regresión linealy correlación de algunos parámetros en ratas
subnwridas, diabéticas y sus controles alimentados ad ]ibiturn en periodo neonataL
Para cada población se reunieron los datos de 8, 14 y 22 d(as.
aso
SUBNUTRIDOS
y • -25,12 . 5,54x
280 r 0.9218 (p<O,OOl)
o
850
280-
210
140-
70
0 10 20 30 40 50
350
y • a9,Si • E,04x
280 r - o,6a24 (r,’O.OO1~
CONTROLES
o,
e
ti-
0
o
oc
210
140
70
3501
28O~
21O~
1401
70 -
o
0 10 20 ao 40 50
350-
280
210-
140
70 -
o
Peso <g)
SUENUTRIDOS
CONTROLES
DIABETICOS
y - 11.35 - C02x
r • -0.8770 <p’O.OO1)
o
0 10 20 30 40 50 0 100 200 SOO 400 500
Glucemia {mg/lOOmI)
Figura 3.23. Análisis de regresión lineal y correlación de algwws parámetros en ratas
subnurridas, diabéticas y sus controles alimentados ad libitum en periodo neonatal.
Para cada población se reunieron los datos de 8, 14 y 22 d(as.
6
& y - 5.61 - O20x
- -0.8363 <pcO,OO1>
A oc
a
2
6
E y - 695 - O,04x
r- -0.4834 (p’O.05)
no
3
2
O lO 20 30 40 50 0 100 200 300 400 500
6
5
4
3
2
o,
(‘5
n
5
o
.2
o
CI,
o-
cn
LI~
a
y. 3fl - OOSx
r. -08933 (p’OOO1)
o
e
E
a
¾
o
0 10 20 30 40 50 O lOO 200 300 400 500
6
5-
4-
a-
2
1-
o
y~ 6,44 - OlSx
-0,8691 (p’OOO1)
e
a
o
2
Peso (9)
o
oc
1 U
3.4. Realimentación de ratas. neonatales y adultas. subnutridas desde la 2eStaCión
Para profundizar en el estudio del papel de los nutrientes en la regulación de la
secreción de IGEs y sus proteínas ligadoras en etapa postnatal, se efectuaron estudios de
rehabilitación nutricional, tanto en etapa lactante como en etapa adulta, de ratas
subnutridas desde el día 16 de gestación. La realimentación se llevó a cabo según la pauta
que se especifica en 2.1.3. durante un periodo de 6 días, transcurridos los cuales los
animales fueron sacrificados y se recogieron muestras de suero y tejidos. Se obtuvieron
muestras también de neonatos, subnutridos y controles, antes del inicio de la
realimentación. En las muestras de suero se determinaron la insulinemia y los niveles de
IGF-I y (sólo en neonatos) de lOE-II, y se analizaron las IGFBPs mediante “Westem
ligand blot’ y ‘Western immunoblot’.
3.4.1. Realimentación de ratas neonatales subnutridas.
3.4.1.1. Peso, glucemia e insulinemia.
En la tabla 3.11. se recogen los resultados del peso corporal, la glucemia y la
insulinemia de las ratas neonatales de este experimento, tanto al inicio (8 días) como al
final del mismo (14 días). Estos resultados a 14 días, junto con las determinaciones de
IGF-I y II en suero, se presentan también en forma de gráfico en la figura 3.24.
Las ratas subnutridas presentaron, tanto a 8 como a 14 días, un peso corporal inferior
y niveles de insulina significativamente más bajos (en torno al 50%) que los observados
en las ratas control de su misma edad. La glucemia fue también inferior en la población
de ratas subnutridas, tanto a 8 como a 14 días. En ambas poblaciones se produjo un
incremento de peso entre los días inicial y final del experimento. En las ratas
realimentadas se observó una recuperación del peso corporal y de la glucemia, de tal
manera que a 14 días no hubo diferencia significativa con las ratas control de la misma
edad; la insulina, en cambio, se encontró significativamente más elevada (un 33%).
3.4.1.2. Niveles de IGF-I y II en suero.
Los niveles de IGF-I en suero fueron notablemente más bajos en los animales
subnutridos que en los controles tanto a 8 (90%) como a 14 días (70%) (Tabla 3.11.), y
aunque hubo una marcada recuperación en las ratas realimentadas, a 14 días la
concentración de este péptido en suero fue aún significativamente inferior a la de las ratas
control (Fig. 3.24.).
Los niveles de RiF-II experimentaron un descenso significativo entre 8 y 14 días,
tanto en los neonatos controles como en los subnutridos. El análisis estadístico no mostró
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diferencias significativas entre estas dos poblaciones, ni entre los animales realimentados
y sus controles a 14 días (Tabla 3.11. y Fig. 3.24.).
3.4.1.3. Análisis de las IGFBPs en suero mediante “Westem l¡gand blot” y “Western
immunoblot”.
Para el estudio de las IGFBPs circulantes se seleccionaron al azar cuatro muestras de
cada población y se analizaron 2,5 pl de suero de cada una de ellas en un mismo gel (Fig.
3.25.). En la misma membrana de nitrocelulosa se efectuaron sucesivamente el análisis
mediante Western ligand blot y mediante “Western immunoblot’ con antisuero
anti-bIGFBP-2.
El patrón de bandas que muestra la figura 3.25. es similar al ya comentado en 3.3.4.;
la forma más abundante corresponde a la banda de 30 lOa, que es más intensa en las ratas
subnutridas, especialmente a 8 días. Se observa también una banda nítida a 24 lOa, cuya
intensidad es claramente menor en las ratas subnutridas. Por último se aprecian, a 40-50
kDa un grupo de 2 bandas y a 20 kDa una banda, todas ellas muy tenues. El
“immunoblot’ revela una banda intensa de 30 kDa y una banda menos nítida de 31 kDa;
aunque las diferencias entre las tres poblaciones estudiadas no son muy marcadas, sí puede
apreciarse una intensidad ligeramente mayor de esta banda en el suero de los animales
subnutridos.
3.4.1.3.1. Cuantificación densitométrica.
El resultado de la cuantificación de la autorradiografía de la figura 3.25. se recoge en
la tabla 3.12. Los resultados obtenidos al final del experimento (14 días) se presentan
también en forma de gráfico en la figura 3.27.A. La intensidad de cada banda se expresa
en valor absoluto (unidades arbitrarias). Los cambios observados a 8 y 14 días en las ratas
subnutridas son similares a los ya descritos en 3.3.4.: menor intensidad de las bandas de
40-50 kDa, 24 kDa y además 21 kDa (que no se observó en la autorradiografía de la
figura 3.18.), y mayor intensidad en la banda de 30 kDa. Las ratas realimentadas
presentaron al final del experimento un patrón de bandas similar al de las controles de la
misma edad.
3.4.2. Realimentación de ratas adultas subnutridas.
3.4.2.1. Peso, glucemia e insulinemia.
En la figura 3.24. se recogen los resultados del peso corporal, la glucemia y la
insulinemia de las ratas adultas al final del experimento. El peso de las ratas subnutridas
fue aproximadamente un 40% del que presentaron las controles; las ratas realimentadas
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recuperaron un 34% de peso (con respecto a las controles) tras 6 días de realimentación,
con lo que su peso fue aún significativamente inferior al de las controles.
También la glucemia y la insuhnemia fueron significativamente inferiores (esta última
un 47% aproximadamente) en las ratas subnutridas, y ambos parámetros se recuperaron
al final del experimento.
3.4.2.2. Niveles de IGF-I en suero.
Los niveles de IGF-I en suero, determinados al final del experimento (Fig. 3.24.),
fueron significativamente más bajos (40% aproximadamente) en las ratas subnutridas que
los encontrados en las controles. La realimentación supuso una recuperación parcial (un
38% aproximadamente) de la concentración de esta hormona, que fue todavía
significativamente inferior a la de las ratas control.
3.4.2.3. Análisis de las IGFBPs en suero mediante “Western ligand blot” y “Western
immunoblott.
En un mismo gel se analizaron 2,5 pl de suero de cada una de las muestras de las tres
poblaciones: subnutridas, controles y realimentadas (Fig. 3.26.). En la misma membrana
de nitrocelulosa se efectuaron sucesivamente el análisis mediante ‘Western ligand blot” y
mediante “Western immunoblot” con antisuero anti-bIGFBP-2. Para esta última prueba fue
necesario prolongar el tiempo de revelado de la membrana para obtener una señal clara,
de ahí el fondo relativamente intenso que se observa.
En la autorradiografía se obtuvo, en las ratas control, el patrón de bandas
característico de la rata adulta, donde la forma predominante es el grupo de bandas de
40-50 lOa. Se aprecian claramente también dos bandas intensas de 28 y 30 kfla, una
banda tenue de 24 kDa y, finalmente, una banda, apenas visible, de 20 kDa. En los
animales subnutridos se observa un marcado descenso en la intensidad de todas las bandas,
que se recupera parcialmente en los realimentados.
El ‘immunoblot” reveló una banda de 30 kDa en las tres poblaciones, claramente más
intensa en las ratas subnutridas; la realimentación provocó un claro descenso en la
intensidad de esta banda.
3.4.2.3.1. Cuantificación densitométrica.
En la figura 3.27.B se presenta en forma de gráfico el resultado de la cuantificación
de la autorradiografía de la figura 3.26. La intensidad de cada banda se expresa en valor
absoluto (unidades arbitrarias). En las tres poblaciones el grupo de bandas dc 40-50 kDa,
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la forma más abundante, constituye entre un 53 y un 60% y el grupo de bandas entre 27
y 30 kDa (que incluye las bandas de 28 y 30 kDa) constituye entre un 35 y un 42% de la
IGFBP total detectable con este método. Las bandas de 24 y 20 kDa suponen menos del
7% de la IGFBP total. En las ratas subnutridas se observó un descenso de un 70-80% en
la intensidad de todas las bandas (la de 20 kDa no se detectó). En las ratas realimentadas
se produjo una recuperación completa en las bandas de 24 y 20 kDa; en las bandas de
40-50 y 28 kDa esta recuperación fue parcial (de un 25% aproximadamente, con respecto
a los controles). Por último, no se produjo ningún cambio en la banda de 30 kDa. La
IGFBP total refleja los cambios que se producen en las formas más abundantes: tanto en
las ratas subnutridas como en las realimentadas la IGFBP total fue significativamente
menor (un 2 1,6% y un 48,3%, respectivamente) que la presente en las controles.
3.4.2.4. Estudio de regresión lineal y correlación.
Las tablas 3.13. y 3.14. resumen los resultados del análisis de regresión de los
parámetros estudiados en los experimentos de realimentación que se acaban de describir.
Los resultados de la tabla 3.13. corresponden al estudio en periodo neonatal y los de la
tabla 3.14. corresponden al estudio en periodo adulto. Para este análisis se reunieron, en
ambos casos, los datos obtenidos en las tres poblaciones al final del experimento.
Tanto en neonatos como en adultos se encontró una correlación muy buena entre IGF-I
y el peso corporal (r en torno a 0,9). También fue buena entre IGF-I y las distintas formas
de IGFBPs, en las ratas adultas, donde r varió entre 0,81 y 0,94; en los neonatos, aunque
significativa, la correlación fue menor, y con la IGFBP de 30 kDa fue negativa (r = -
0,74). La correlación entre JGF-I y la insulinemia fue similar en adultos y en neonatos (r
en torno a 0,6), pero la correlación entre IGF-I y la glucemia fue mejor en las ratas
adultas (r = 0,82; p < 0,001) que en los neonatos (r = 0,57; p < 0,05).
En los neonatos se observó una correlación negativa entre IGF-II y el peso, la
glucemia, la insulinemia y las distintas formas de IGFBPs (a excepción de la de 30 kDa,
en que r no fue significativo).
El comportamiento de las bandas de IGFBP de 30 kDa frente al peso corporal, la
glucemia y la insulinemia en rata neonatal fue muy distinto al observado en adulto con las
bandas de 28 y 30 kDa. Mientras que en el neonato las correlaciones fueron todas
negativas y r no fue significativo para la glucemia, en adulto fueron positivas, y no se
halló significación estadística entre la banda de 30 kDa y los niveles de insulina.
Por último, encontramos una buena correlación positiva (con r por encima de 0,7)
entre el peso corporal y la glucemia, insulinemia y todas las formas de IGFBPs (excepto
50 kDa en neonatos, como ya se ha comentado) en ambos experimentos.
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Figura 3.26. AndIlsis comparativo mediante “Western ligand blot” y
~Westernimmunoblot” de las IGFBPs del suero de ratas subnutridas desde
el día 16 de gestación (S), controles alimentadas ad libitum (C) y
realimentadas durante 6 días (R) en periodo adulto. Se analizaron seis
muestras de cada población al final del periodo de realimentación. La
cantidad de suero analizada fue de 2,5 pl. Para el ‘ligand bloC las
membranas fueron incubadas con 2,5 x 1(1 cpm de ‘251-IGF-Il; el tiempode exposición fue de 66 horas. Para el “immunoblot” se empleó antisuero
anti-bGFBP-2. A la izquierda, patrones de pesos moleculares (en ma).
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Figura 3.27. Cuan4ficación densitométrica de las autorradiograflas de lasfiguras 3.25.
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Tabla 3.13. Análisis de regresión lineal y correlación de diversos parámetros de las ratas
subnutridas (desde el día 16 de gestación),
durante 6 días, en periodo neonatal. Este
poblaciones al final del experimento.
controles (alimentadas ad libitum) y realimentadas
análisis se efectué reurnendo los datos de las tres
Ecuación de la recta r p
IGF-I Peso corporal
frente a Glucemia
Insulinemia
IGPBP 40-50 kDa
IGEBP 30 kfla
IGFBP 24 kfla
IGFBP 20 kDa
y = -18,80 + 5,09x 0,8798 p<O,OOI
y = -60,00 +l,31x 0,5693 pc0,05
y = 26,34- 0,66x 0,6635 pc0,01
y = 37,92 + 0,32x 0,7640 pc0,0’
y = 232,21 - 0,06x -0,7413 pc0,01
y = -18,69 + 0,24x 0,8186 pc0,01
y = 46,16 + 0,38x 0,6718 pc0,05
IGF-II Peso corporal
frente a Glucemia
Insulinemia
IGFBP 40-50 kDa
IGFBP 30 kfla
IGFBP 24 kDa
IGFBP 20 kDa
y = 564,27 - 7,43x -0,6088 pc0,01
y = 676,63 - 2,39x -0,5254 pc0,05
y = 549,08 - 86,28x -0,7371 pc0,001
y = 493,76 - 0,52x -0,5661 pc0,05
y = 248,43 + 0,06x 0,3864 NS
y = 574,09 - 0,36x -0,5668 pc0,05
y = 106,76 0,75x -0,6010 pco,05
IGFBP 30 kDa Peso corporal
frente a Glucemia
Insulinemia
y = 3817,32 - 58,36x -0,7707 pc0,01
y = 3691,96 - 9,91x -0,3474 NS
y = 3329,89 - 468,99x -0,5850 pcZ 0,05
Peso corporal Glucemia
frente a Insulinemia
IGFBP 40-50 kfla
IGFBP 24 kDa
IGFBP 20 kDa
y = -13,50 + 0,3 lx 0,7766 pco,001
y = 7,56 + 8,30x 0,8319 pc0,001
y = 12,51 + 0,06x 0,8188 pco,05
y = 0,86 + 0,OSx 0,9312 p<O,O5
y = 12,76 + 0,08x 0,8444 pco,001
¡¡Iii U¡I’, 1 ¡1
Tabla 3.14. Análisis de regresión lineal y correlación de diversos parámetros de las ratas
subnutridas (desde el día 16 de gestación, controles (alimentadas ad libitum) y realimentadas
durante 6 días, en periodo adulto. Este análisis se efectuó reuniendo los datos de las tres
poblaciones al final del experimento.
Ecuación de la recta r p
IGF-1 Peso corporal
frente a Glucemia
Insulinemia
IGFBP 40-50 kfla
IGFBP 30 kIJa
IGFBP 28 kDa
IGFBP 24 kDa
y = 49,29 + 3,62x 0,9095 pc0,001
y = -619,60 + 9,88x 0,8158 p<O,001
y = 97,93 + 89,49x 0,6215 p<O,Ol
y = 214,87 + 0,13x 0,8945 p<O,001
y = 227,37 + 0,59x 0,8121 p<0,00l
y = 200,73 + 0,37x 0,9122 p<O,001
y = 97,30 + 2,20x 0,9367 p<O,00l
IGFBP 28 kDa Peso corporal
frente a Glucemia
Insulinemia
y = -533,62 + 9,12x 0,9010 pc0,001
y = -1438,96 + 19,85x 0,6568 pcO,Ot
y = -102,55 + 321,93x 0,6133 p<0,OI
IGFBP 30 kDa Peso corporal
frente a Glucemia
Insulinemia
y = -205,87 + 4,48x 0,8014 p<0,O01
y = -485,23 + 8,28x 0,4955 p<O,OS
y = 86,41 + 131,14x 0,4550 NS
Peso corporal Glucemia
frente a Insulinemia
IGFBP 40-50 kDa
IGFBP 24 ltDa
y = -134,66 + 2,49x 0,8343 pc0,001
y = 49,79 + 36,70x 0,7036 p<0,OOI
y = 83,41 + 0,03x 0,8714 pc0,001
y = 58,53+ 0,49x 0,8383 pc0,001
1k
3.4.3. Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos de realimentación.
Tras un periodo de realimentación de 6 días los animales subnutridos desde la
gestación, tanto neonatos como adultos, recuperan la glucemia y los niveles de insulina en
suero, pero no los de IGF-I, que presentan los animales controles alimentados ud libitum.
Sólo las ratas lactantes recuperan el peso corporal, quizá correlativamente a los niveles de
insulina, más elevados que los de las ratas control.
En cuanto a las IGFBPs analizadas mediante “Western ligand bloC’, en los neonatos
se produce una recuperación del patrón de bandas de los animales control. En los adultos
el periodo de realimentación no pareció ser suficiente para producir una recuperación de
la intensidad de las bandas que presentaban los controles; IGFBP-2, detectada por
“Westem immunoblot”, sí pareció retornar a los niveles presentes en las ratas control
adultas.
3.5. Tratamiento con insulina de ratas diabéticas. neonatales y adultas
Para estudiar del papel de la insulina en la regulación de la secreción de IGFs y sus
proteínas ligadoras en etapa postnatal se efectuaron estudios de rehabilitación de ratas
diabéticas mediante tratamiento con insulina, tanto en etapa lactante como en etapa adulta.
La pauta de estos experimentos se especifica en 2.1.5. El motivo de no comenzar el
tratamiento de los neonatos a los 8 días (inyectando la STZ a los 5 días) fue la escasa
supervivencia que se observó en general con el modelo de diabetes ratas muy jóvenes y
la dificultad para administrar dosis muy pequeñas de insulina. Se escogió por tanto otra
edad (17 días) a la cual la supervivencia fuera adecuada y que nos permitiera completar
el experimento antes del destete. Transcurrido el periodo de tratamiento los animales
fueron sacrificados y se recogieron muestras de suero y tejidos. Se obtuvieron muestras
también de neonatos y adultos, diabéticos y controles, antes del inicio del tratamiento con
insulina. En las muestras de suero se determinaron la insulinemia y los niveles de IGF-1
y de lOE-II (sólo en neonatos), y se analizaron las IGFBPs mediante “Westem ligand blot”
y “Western immunoblot”.
3.5.1. Tratamiento con insulina de ratas diabéticas en periodo neonatal.
3.5.1.1. Peso, glucemia e insulinemia.
La tabla 3.15. recoge los resultados del peso corporal, la glucemia y la insulinemia
de las ratas neonatales de este experimento, tanto a 17 días (inicio del tratamiento) como
a 21 días (final del tratamiento). En la figura 3.28. se presentan en forma de gráfico estos
resultados a 21 días, junto con las determinaciones de IGF-I y II en suero.
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Al tercer día de la administración de la STZ (17 días) no se encontraron diferencias
significativas en el peso corporal entre los animales diabéticos y sus controles; a 21 días,
en cambio, las ratas diabéticas presentaron un peso significativamente inferior (un 19,0%)
al de sus controles mientras que el de las diabéticas tratadas con insulina no difirió
significativamente.
La glucemia de las ratas diabéticas se situó más de tres veces por encima de la que
presentaron los controles, tanto a 17 como a 21 días; en el momento del sacrificio no se
encontraron diferencias significativas entre la glucemia de las ratas diabéticas tratadas con
insulina y la glucemia de las ratas control.
Finalmente, como era de esperar, la insulinemia de las ratas diabéticas al final del
experimento fue significativamente más baja (aproximadamente la mitad) que la de sus
controles. Esta diferencia no se aprecia aún al tercer día de la administración de la STZ.
Por el contrario, los niveles de insulina en el suero de las ratas diabéticas tratadas de 21
días fueron significativamente más elevados (aproximadamente un 40% más) que los
encontrados en sus controles.
3.5.1.2. Niveles de IGF-I y II en suero.
Los niveles de IGF-I en suero fueron significativamente más bajos en los animales
diabéticos que en los controles tanto a 17 como a 21 días (Tabla 3.15.); en las ratas
diabéticas tratadas con insulina se produjo a 21 días una recuperación en la concentración
de este péptido en la circulación, ya que sus valores fueron comparables a los de sus
controles (Fig. 3.28.).
Los niveles de IGF-II experimentaron un descenso significativo entre 17 y 21 días en
los neonatos controles. El análisis estadístico no mostró diferencias significativas con
respecto a los controles ni en las ratas diabéticas ni en las tratadas con insulina, en ninguno
de los dos estadios estudiados (Tabla 3.15. y Fig. 3.28.).
3.5.1.3. Análisis de las IGFBPs en suero mediante “Western ligand blot” y “Western
immunoblot”.
Para el estudio de las IGFBPs circulantes se seleccionaron al azar cuatro muestras de
cada población y se analizaron 2,5 pl de suero de cada una de ellas en un mismo gel (Fig.
3.29.). En la misma membrana de nitrocelulosa se efectuaron sucesivamente el análisis
mediante “Western ligand blot” y mediante “Western immunoblot” con antisuero
anti-bIGFBP-2.
-190-
La forma más abundante, tanto a 17 como a 21 días, pero especialmente a 17 días,
corresponde al grupo de bandas de 27-30 kDa. La intensidad de estas bandas es claramente
mayor en la población de ratas diabéticas, en tanto que el tratamiento con insulina provoca
un marcado descenso en su densidad óptica. Se observa también una banda nítida a 24
kDa, y a 40-50 kDa un grupo de dos bandas muy tenues. El “immunoblot” revela una
banda de 30 kDa, muy intensa, a 17 días, tanto en ratas controles como en diabéticas. A
21 días la intensidad de esta banda es claramente menor que a 17 días en las ratas control
y en las diabéticas, pero sin diferencias claras entre ambas poblaciones. En las ratas
tratadas con insulina se aprecié un marcado descenso en la intensidad de esta banda con
respecto a los controles.
3.5.1.3.1. Cuantificación densitométrica.
El resultado de la cuantificación de la autorradiografia de la figura 3.29. se recoge en
la tabla 3.16. Los resultados obtenidos al final del experimento (21 días) se presentan
también en forma de gráfico en la figura 3.31 .A. La intensidad de cada banda se expresa
en valor absoluto (unidades arbitrarias). La densidad óptica de las bandas entre 27 y 30
kDa se considera conjuntamente, ya que no fue posible resolver las bandas individuales
al cuantificar la autorradiografia.
Las alteraciones más notables se observan en las bandas de 27-30 kDa. Tanto en las
ratas diabéticas como en sus controles se produce un descenso con la edad en la intensidad
de esta banda, que a ambas edades fue más alta en las diabéticas. El tratamiento con
insulina provocó un descenso en la intensidad de estas bandas, de modo que a 21 días ésta
fue aproximadamente la mitad de la que presentaron las controles. En las ratas control las
bandas de 40-50 kDa aumentaron ligeramente de intensidad entre 17 y 21 días; a 21 días
esta banda presentó una intensidad significativamente menor en los animales diabéticos,
sin que el tratamiento con insulina provocara una recuperación apreciable. No se
observaron cambios en la banda de 24 kDa, ni con la edad ni con el estado hormonal. Por
último, la IGFBP total refleja los cambios que se producen en las bandas de 27-30 kDa,
que son las más abundantes.
3.5.2. Tratamiento con insulina de ratas adultas.
3.5.2.1. Peso, glucemia e insulinemia.
La tabla 3.17. recoge los resultados del peso corporal, la glucemia y la insulinemia
de las ratas adultas de este experimento, tanto al inicio del tratamiento (día 3 del
experimento) como al final (dial del experimento y, por tanto, día 5 de tratamiento). Los
resultados obtenidos al final del experimento, junto con las determinaciones de IGF-I en
suero, se presentan también en forma de gráfico en la figura 3.28.
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Figura 3.29. Análisis comparativo mediante “Western ligand bloC’ y
“Western immunoblot” de las IGFBPs del suero de ratas diabéticas (D),
controles alimentadas ad libitum (C) y diabéticas tratadas con insulina
durante 5 días <D +1) en periodo neonataL Se analizaron cuatro muestras
de cada población, tanto al inicio (17 días) como al final (21 días) del
tratamiento. La cantidad de suero analizada fre de 2,5 pl. Para el ‘ligand
bloC’ las membranas fueron incubadas con 2,5 x 1(1 cpm de ‘251-IGF-Il;
el tiempo de exposición fíe de 48 horas. Para el “immunoblot” se empleó
antisuero anti-bGFBP-2. A la izquierda, patrones de pesos moleculares (en
kDa»
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Los cambios observados en estos parámetros fueron muy similares a los ya
comentados para las ratas diabéticas en etapa neonatál. Tanto el día 3 como el día 7 las
ratas diabéticas presentaron un peso inferior al de sus controles (21,4% y 34,6%
respectivamente). El peso de las diabéticas tratadas con insulina fue similar, al final del
tratamiento, al de las controles de su misma edad.
La glucemia de las ratas diabéticas se situé en muchos casos por encima del límite de
detección del autoanalizador, tanto el día 3 como el 7, razón por la cual en la tabla y en
la gráfica se ha registrado como >400 mg/lOO ml. En el momento del sacrificio la
glucemia de las ratas diabéticas tratadas con insulina fue similar a la de sus controles.
Por último, la insulinemia de las ratas diabéticas fue inferior (cerca de un 70%) a la
de las controles tanto el día 3 como el día 7. Por el contrario, los niveles de insulina en
el suero de las ratas diabéticas tratadas con esta hormona fueron significativamente más
elevados (aproximadamente un 35 % más) que los hallados en sus controles.
3.5.2.2. Niveles de IGF-I en suero.
Análogamente a lo descrito en los neonatos, los niveles de IGF-I en suero fueron más
bajos en los animales diabéticos que en los controles tanto el día 3 (28%
aproximadamente) como, sobre todo, el día 7 (64% aproximadamente) (Tabla 3.17.); en
las ratas diabéticas tratadas con insulina se produjo el día 7 una recuperación en la
concentración de este péptido en la circulación, ya que sus valores fueron comparables a
los de sus controles (Fig. 3.28.).
3.5.2.3. Análisis de las IGFBPs en suero mediante “Western ligaud blot” y “Western
immunoblot”.
Para el análisis de las IGFBPs del suero se cargaron en un mismo gel 2,5 pl de suero
de cuatro muestras, escogidas al azar, de cada una de las poblaciones de este estudio (Fig.
3.30.). En la misma membrana de nitrocelulosa se efectuaron sucesivamente el análisis
mediante “Western ligand blot’ y mediante “Western immunoblot” con antisuero
anti-bIGFBP-2. A fin de obtener una señal clara en la prueba de “immunoblot” fue
necesario prolongar el tiempo de revelado de la membrana.
En la autorradiografia se obtuvo, en las ratas control, el patrón de bandas
característico de la rata adulta, ya descrito en 3.4.2.3., donde la forma predominante es
el grupo de bandas de 40-50 kDa, seguida de un grupo de dos bandas intensas de 28 y 30
kDa; se observan también dos bandas tenues de 24 y 20 kDa. En los animales diabéticos
se observó un descenso, con respecto a los controles, en la intensidad de todas las bandas,
-196-
~71~iíI~i:
descenso que fue ligero el día 3 y muy evidente el día 7, y que se recupera claramente en
los animales tratados con insulina.
El “immunoblot” reveló una banda de 30 kDa de similar intensidad en las ratas
diabéticas y controles el día 3, pero más intensa en las diabéticas el día 7, en que esta
banda es muy tenue tanto en las controles como, sobre todo, en las que recibieron insulina.
3.5.2.3.1. Cuantificación densitométrica.
El resultado de la cuantificación de la autorradiografía de la figura 3.30. se recoge en
la tabla 3.18. Los resultados obtenidos al fina] del experimento (día 7) se presentan
también en forma de gráfico en la figura 3.31 .B. La intensidad de cada banda se expresa
en valor absoluto (unidades arbitrarias).
En las ratas control, tanto el día 3 como el día 7, la mayor parte de la IGFBP
detectada por “Western ligand blot” (aproximadamente el 60%) está constituida por el
grupo de bandas de 40-50 kDa. Las bandas de 28 y 30 kDa suponen, en conjunto, en torno
al 30%, y el resto está constituido por las bandas de 24 y 20 kDa. Tanto el día 3 como
el día 7, pero en mayor cuantía el día 7, se observó, en las ratas diabéticas, un descenso
en la intensidad de todas las bandas, que fue más marcado en las bandas de 40-50 kDa
(76,3% el día 7). El tratamiento con insulina provocó en estas ratas una clara recuperación
en todas las formas de IGFBPs detectadas por ligand blot, de modo que no hubo
diferencias significativas en la intensidad de las distintas bandas entre las ratas controles
y las tratadas con insulina al final del experimento. Una excepción es la banda de 24 kDa,
relativamente poco importante, por otro lado, en la que no se apreció esta recuperación.
3.5.2.4. Estudio de regresión lineal y correlación.
Las tablas 3.19. y 3.20. resumen los resultados del análisis de regresión de los
parámetros estudiados en los experimentos de tratamiento con insulina que se acaban de
describir. Los resultados de la tabla 3.19. corresponden al estudio en periodo neonatal y
los de la tabla 3.20. corresponden al estudio en periodo adulto. Para este análisis se
reunieron, en ambos casos, los datos obtenidos en las tres poblaciones al final del
experimento.
La correlación entre IGF-I y el peso corporal fue positiva en neonatos y en adultos,
con un r (0,91) más alto en estos últimos, en tanto que, en ambos experimentos, IGF-I se
correlacionó negativamente con la glucemia (con r = -0,97 en las ratas adultas y r = -
0,76 en los neonatos). También fue alto entre IGF-I y las distintas formas de IGFBPs (a
excepción de la banda de 30 kDa) en las ratas adultas, con r entre 0,61 y 0,90. En los
neonatos sólo se hallé correlación, negativa, con las bandas de 27-30 kDa). La correlación
-197-
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entre IGF-I y la insulinemia fue similar en adultos y en neonatos (r = 0,82 y r = 0,71
respectivamente).
En los neonatos se observó una correlación negativa entre RIF-II y el peso y la
insulinemia, y positiva entre IGF-II y la glucemia.
El comportamiento de las bandas de IGFBP de 27-30 kDa frente al peso corporal, la
glucemia y la insulinemia en rata neonatal fue opuesto al observado en adulto con las
bandas de 28 y 30 kDa, Se observó en los neonatos correlación positiva con la glucemia,
y negativa con la insulinemia y el peso corporal (p < 0,001 en los tres casos). En los
adultos las correlaciones fueron más moderadas y, como se ha dicho, de signo contrario
a las del neonato.
Encontramos, por último, una buena correlación (con r en torno a -0,9) entre el peso
corporal y la glucemia en ambos experimentos. Sólo en los neonatos hubo correlación
entre el peso corporal y la insulinemia (r = 0,92; p < 0,001).
3.5.3. Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos de tratamiento con
insulina.
El tratamiento de los animales diabéticos (tanto neonatos como adultos) con insulina
provocó una recuperación del peso corporal y de los niveles de IGF-I que presentaban los
animales controles, junto con una normalización de la glucemia. A ambas edades la
insulinemia al final del tratamiento estaba más elevada en las ratas tratadas que en las
controles.
En cuanto a las IGFBPs del suero determinadas por “Western ligand blot”, en los
adultos tratados con insulina se produce una recuperación en las bandas más relevantes,
que estaban disminuidas por efecto de la diabetes. En los neonatos el efecto más marcado
del tratamiento se dejó ver en las bandas de 27-30 kDa (que estaban elevadas como
consecuencia de la diabetes), con una marcada reducción, por debajo incluso de los
controles. A ambas edades el tratamiento con insulina provocó un descenso en la
intensidad de la banda de IGFBP-2 detectada por “Western immunoblot”.
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Figura 3.30. Análisis comparativo mediante “Western ligand bloC’ y
“Western immunoblot” de las IGFBPs del suero de ratas diabéticas (D),
controles alimentadas ad libitum (C) y diabéticas tratadas con insulina
durante 5 días (D+I) en periodo adulto. Se analizaron cuatro muestras de
cada población, tanto al inicio (día 3) como alfinal (día 7) del tratamiento.
La cantidad de suero analizada fíe de 2,5 ¡SI. Para el Vigand bloC’ las
membranas fueron incubadas con 2,5 x 1(1 cpm de ‘251-IGF-II; el tiempo
de exposición fíe de 90 horas. Para el ~immun.oblor‘ se empleó antisuero
anei-bGFBP-2. A la izquierda, patrones de pesos moleculares (en kDa).
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Figura 3.31. CuantWcación densitométrica de las autorradiograflas de las figuras 3.29.
(IGFBPs en suero neonatal, A) y 3.30. (IGFBPs en suero adulto, B). Se muestra la parte
correspondiente alfinal delperiodo de tratamiento. El resultado se expresa como unidades
arbitrarias. Media + DE. • Sign~cación estadística con respecto al grupo control. A
Sign«icación estadística con respecto al grupo de ratas diabéticas.
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Tabla 3.19. Análisis de regresión lineal y correlación de diversos parámetros de las ratas
diabéticas, controles y diabéticas tratadas con insulina durante 5 días> en periodo neonatal. Este
análisis se efectuó reuniendo los datos de las tres poblaciones al final del experimento.
Ecuación de la recta r p
IGF-I Peso corporal
frente a Glucemia
Insulinemia
IGFBP 40-50 kfla
IGFBP 27-30 kfla
IGFBP 24 kDa
y = -84,37 + 6,33x 0,7704 p<0,00l
y = 224,77 - 0,22x -0,7629 p<0,00l
y = 114,71 + 23,63x 0,7091 p’C0,Ol
y = 147,65 + 0,14x 0,4380 NS
y = 220,48 - 0,03x —0,6633 p<O,OS
y = 270,16 - 0,Slx -0,5652 NS
IGF-Il Peso corporal
frente a Glucemia
Insulinemia
IGFBP 40—SO kDa
IGFBP 27-30 kDa
IGFBP 24 kDa
y = 504,42 - 5,95x -0,6109 p—C 0,05
y = 210,14 + 0,22x 0,6286 p<0,OS
y = 310,62 - 20,65x -0,5770 p<0,05
y = 280,15 - 0,14x -0,3545 NS
y = 207,03 + 0,03x 0,57 17 NS
y = 203,72 + 0,23x 0,2453 NS
IGFBP 27-30 kDa Peso corporal
frente a Glucemia
Insulinemia
y = 8068,28 - 163,16x -0,9584 p<0,00l
y = 202,05 + 4,89x 0,9145 p<O,OOI
y = 3015,29 - 642,28x -0,8870 p’CO,001
Peso corporal Glucemia
frente a Insulinemia
IGFBP 40-50 kDa
IGFBP 24 kDa
y = 48,34 - 0,03x -0,8608 p—CO,00l
y = 31,89 + 3,63x 0,9204 p’CO,OOl
y = 38,88 + 0,01x 0,3358 NS
y = 45,04 - 0,Olx -0,1516 NS
H>H ~IH.
Tabla 3¿20. Andlisis de regresión lineal y correlación de diversos parámetros de las ratas
diabéticas, controles y diabéticas tratadas con insulina durante 5 días, en periodo adulto. Este
análisis se efectuó reuniendo los datos de las tres poblaciones al final del experimento.
Ecuación de la recta r p
IGF-I Peso corporal
frente a Glucemia
Insulinemia
IGFBP 40-50 kDa
IGFBP 30 kDa
IGFBP 28 kDa
IGFBP 24 kDa
IGFBP 20 kDa
y = 416,08 + 4,OOx 0,9102 p<O,OOl
y = 182,94- 1,28x -0,9654 p<0,OOl
y = 210,96 + 86,lSx 0,8221 p<0,OOl
y = 163,02 + 0,12x 0,9041 p’CO,00l
y = 254,44 + 0,32x 0,5882 NS
y = 246,95 + 0,28x 0,7257 p.c0,05
y = 161,99 + 2,33x 0,6113 p<O,05
y = 255,11 + 1,69x 0,8625 p<0,OOl
IGFBP 28 kDa Peso corporal
frente a Glucemia
Insulinemia
y = -370,21 + 5,59x 0,5670 NS
y = 1408,90- 2,64x -0,7901 p<O,Ol
y =237,20 + 199,08x 0,7404 p<O,Ol
IGFBP 30 Id» Peso corporal
frente a Glucemia
Insulinemia
y = -255,64 + 4,44x 0,6493 p<O,O5
y = 1069,04- 1,60x -0,6878 p<O,O5
y = 363,71 + 119,45x 0,6392 p<O,O5
Peso corporal Glucemia
frente a Insulinemia
IGFBP 40-50 kDa
IGPEP 24 kDa
IGFBP 20 kDa
y = 283,57 - 0,28x -0,9287 pczO,001
y = 153,70 + 18,29x 0,4728 NS
y = 144,62 + 0,03x 0,9235 pczO,OOl
y = 143,08 + 0,63x 0,6330 p<O,O5
y = 173,14 + 0,41x 0,8205 p<O,Ol
3.6. Realimentación y tratamiento con insulina de ratas adultas subnutridas y
diabéticas
La finalidad de este experimento fue estudiar la contribución relativa de la insulina y
el estado nutricional en la regulación de la secreción de IGF-I. Para ello se emplearon
ratas adultas (de un peso medio de 200 g) que habían sido subnutridas durante una semana,
al término de la cual recibieron STZ por vía intraperitoneal. Tres días después (día 10 del
experimento) un grupo de estas ratas subnutridas y diabéticas (población SD) fue tratado
con insulina (población SD+I), y otro además de insulina recibió alimento ad libitum
(población RD+I). El protocolo de este experimento se detalla en Material y Métodos
(2.1.6.) y se resume en la figura 3.32. Los animales fueron sacrificados cinco días después
(día 14). Se obtuvieron muestras también de ratas subnutridas (poblaciones 5) y controles
alimentadas ad libitum (poblaciones C) de los días 10 y 14. No pudieron analizarse
muestras de ratas subnutridas diabéticas hasta el día 14, ya que no hubo supervivencia en
esta población. En las muestras de suero obtenidas se determinó la insulinemia y los
niveles de IGF-I y se analizaron las IGFBPs mediante “Western ligand blot” y “Western
immunoblot”.
3.6.1. Evolución del peso corporal.
En la figura 3.33. se muestra la evolución del peso corporal de las diferentes
poblaciones de ratas a lo largo del periodo de estudio expresado como tanto por ciento de
incremento con respecto al inicio del experimento (día 0), en que se asigna a este
parámetro un valor de 100%.
Las ratas control (C) experimentaron a lo largo de los 14 días un incremento de peso
progresivo y lineal; al final del experimento su peso era un 33,1% superior al que tenían
al inicio. Las ratas subnutridas (5), por el contrario, experimentaron una pérdida de peso
también progresiva pero más marcada durante la primera semana. Al final del experimento
el peso de estas ratas había descendido aproximadamente un 20%.
La inyección de STZ el día 7 a las ratas subnutridas (SD) provocó una pérdida de peso
suplementaria de un 11,7% con respecto a las ratas subnutridas del mismo estadio. El
tratamiento con insulina de estas ratas subnutridas y diabéticas estabiliza la pérdida de
peso, que tuvo lugar a un ritmo similar a la de los animales subnutridos no diabéticos. Al
final del experimento estas ratas tratadas con insulina (SD+I) habían perdido un 32,7%
de peso respecto al día 0.
Cuando las ratas subnutridas diabéticas fueron realimentadas y tratadas con insulina
se produjo una recuperación de peso inmediata y marcada, que fue, el día 14, de un 30%
aproximadamente con respecto a los mismos animales no realimentados. Esta población
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de ratas (RD+I) presentó, a] final del experimento, un peso sólo muy ligeramente inferior
(96,3%) al que tenían el día 0.
3.6.2. Peso, glucemia e insulinemia.
Los valores del peso, la glucemia y la insulinemia de los animales sacrificados los días
10 y 14 del experimento se recogen en la tabla 3.21. Los resultados obtenidos en el peso
corporal reflejan los cambios ya comentados en el epígrafe anterior, por lo que no se hará
hincapié en ellos.
La glucemia de las ratas subnutridas (S) fue inferior a la de sus controles (C), tanto
el día 10 como el día 14; esta diferencia fue significativa sólo el día 14. Como era de
esperar, los animales que recibieron STZ (SD) presentaron niveles de glucemia muy
superiores (casi 3 veces) a los de sus controles del mismo estadio. En cuanto a los
animales tratados con insulina, tanto realimentados (RD+I) como no (SD±I),los valores
de este parámetro en el momento del sacrificio fueron significativamente inferiores a los
de los animales controles del mismo estadio (aproximadamente67 y 42% respectivamente).
Hay que tener en cuenta, sin embargo, que este dato no refleja fielmente la glucemia
media a lo largo del día, ya que la insulina se administra exógenamente según la glucemia
de los animales en el momento de la inyeccion.
La insulinemia de los animales alimentados ad libitum (C) no experimentó cambio
significativo alguno entre el día tO y el día 14, manteniéndose en torno a los 3 ng/ml. Los
animales subnutridos (5) presentaron una insulinemia inferior a la de sus controles en
ambos estadios; esta diferencia fue significativa el día 14 del experimento, en que la
glucemia de los animales subnutridas era aproximadamente 1/3 de la de sus controles. Los
anima]es que recibieron STZ el día 7 presentaron a los tres días (SD) una marcada
reducción (estadísticamente significativa) de su insulinemia, que fue de 0,86 ng/ml.
Finalmente, la insulinemia de las ratas que recibieron tratamiento sustitutivo con insulina
fue similar a la de los controles al final del experimento en los animales subnutridos
(513-4-1) y significativamente más elevada en los realimentados (RD+I).
3.6.3. Niveles de IGF-I en suero.
Como muestra la figura 3.34., entre el día 10 y el día 14 del experimento no hay
cambios significativos en los niveles de IGF-I en el suero de los animales controles. Los
animales subnutridos (S) presentaron en ambos estadios niveles significativamente
inferiores a los de sus controles; entre el día 10 y 14 se produjo además un descenso en
la concentración sérica de este péptido, con valores aproximadamente la mitad y la tercera
parte, respectivamente, de los que presentaron los controles (C) correspondientes.
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Figura 3.32. Diseño experimental del estudio de realimentación y
tratamiento con insulina de ratas adultas subnutridas y diabéticas. Las
abreviaturas de las distintas poblaciones son: C, ratas control alimentadas
ad libitum; 5, ratas subnutridas; SD, ratas subnutridas y diabéticas por
5717; SD+I, ratas subnutridas y diabéticas tratadas con insulina; RD+l,
ratas subnutridas y diabéticas realimentadas y tratadas con insulina.
Aunque se ha incluido en el gráfico, no hubo supervivencia de ratas SD
hasta el día 14 del experimento.
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Figura 3.33. Evolución del peso corporal de las distintas poblaciones del
estudio de realimentación y tratamiento con insulina de ratas adultas
subnutridas y diabéticas. La variación delpeso se expresa como tanto por
ciento del peso al inicio del experimento (día 0), en que se asignó a este
paráMetro el valor de 100%. Las abreviaturas de la leyenda son como en
lafigura 322. Cada punto representa la media + DE de 6 animales. Hubo
signflicación estadística entre las distintaspoblaciones en todos los estadios.
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Figura 3.34. Niveles de IGF-¡ en suero de las distintas poblaciones del estudio
de realimentación y tratamiento con insulina de ratas adultas subnutridas y
diabéticas. Las abreviaturas de la leyenda son como en la figura 3.32. Media +
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Los animales subnutridos tratados con STZ mostraron, al tercer día de la inyección
(SD), un descenso marcado de los niveles circulantes de IGF-I, que eran un 6,3% y un
11,1 % de los que presentaban las ratas controles y subnutridas, respectivamente, del
mismo estadio. El tratamiento con insulina de estos animales provocó, el día 14, una
recuperación parcial de los niveles de IGF-I, que es escasa (unas 3,7 veces), pero
significativa, en los animales en que se continuó la subnutrición (SD+I) y más marcada
(unas 12 veces) en los animales realimentados (RD+1), en comparación con los animales
subnutridos diabéticos el día 10. En ambos casos, sin embargo, la concentración de IGF-I
circulante fue significativamente inferior a la de los animales control: aproximadamente
la cuarta parte en las ratas subnutridas (SD+I) y las tres cuartas partes en las
realimentadas (RD +1).
3.6.4. Análisis de las IGFBPs en suero.
3.6.4.1. “Western ligand bloC’.
Se analizaron las IGFBPs presentes en 2,5 pl de suero de las ratas empleadas en este
estudio, tanto el día 10 como el día 14. El resultado de este análisis se recoge en la figura
3.35. Se aprecia claramente el patrón característico del suero de rata adulta, con tres
grupos de bandas, a 40-50 kDa (dos bandas claramente separadas), en torno a 30 kDa (dos
bandas muy próximas de 30 y 28 kDa) y a 24 kDa.
Las alteraciones observadas se analizan mejor con los resultados de la cuantificación
densitométrica que se recogen en la figura 3.36. En esta figura se han representado los
valores obtenidos cuantificando por separado las diferentes bandas, a excepción del grupo
de bandas de 40-50 lOa, que se cuantificó en conjunto. El complejo de 40-50 kDa es la
forma más abundante en la rata control (C) (aproximadamente el 65% de la densidad
óptica total), seguido del grupo de bandas en torno a 30 kDa (aproximadamente el 30%)
y la banda de 24 kDa (aproximadamente el 3%). Entre el día 10 y el día 14 del
experimento no se observaron cambios significativos en este patrón de bandas, a excepción
de un ligero descenso, de escasa cuantía aunque significativo) de la intensidad de la banda
de 24 kDa al final del experimento. La subnutrición (poblaciones 5) provocó un descenso
en la intensidad de todas las bandas, de una cuantía entre el 50 y el 85%
aproximadamente; el efecto más marcado se observó sobre las bandas de 40-50 kDa y
sobre la banda de 28 kDa. No hubo cambios significativos entre el día 10 y el día 14 en
la intensidad de las diferentes bandas en la población de ratas subnutridas. No hubo
diferencias significativas tampoco, el día 10, entre los animales subnutridos (5) y los que
habían recibido STZ (SD). El tratamiento con insulina de los animales subnutridos
diabéticos (SD±I)no produjo ningún cambio significativo con respecto a los animales
subnutridos (no diabéticos) (5) en ninguna de las bandas al final del experimento.
Finalmente, la realimentación, junto con el tratamiento con insulina (RD+I), se vio
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acompañada de un incremento en la intensidad de todas las bandas, que fue
estadísticamente significativo en todas ellas, a excepción de la de 30 kDa.
3.6.4.2. Análisis comparativo mediante “Western ligand blot” y “Western
immunoblot”.
La figura 3.37. muestra el resultado del análisis del equivalente de 2,5 pl de suero de
dos o tres muestras de cada una de las poblaciones de este experimento efectuado mediante
“Western ligand blot” y mediante “Western immunoblot” con antisuero anti-bIGFBP-2.
Ambos análisis se efectuaron sucesivamente en la misma membrana de nitrocelulosa. A
fin de obtener una señal visible en la prueba de “immunoblot” fue necesario prolongar el
tiempo de revelado de la membrana.
El resultado del análisis de ‘Western ligand blot” es esencialmente el descrito en el
apartado anterior. El análisis de “Western immunoblot” mostró la presencia de una banda
poco intensa de 30 kDa, apenas visible en las poblaciones de ratas control, tanto el día 10
como el día 14. La subnutrición provocó un ligero incremento en la intensidad de esta
banda en ambos estadios del experimento, incremento que fue muy marcado en la
población de ratas subnutridas diabéticas (SD). El tratamiento con insulina de las ratas
subnutridas diabéticas (población SD+I) se tradujo en un descenso en la intensidad de la
banda de IGFBP-2, mientras que el tratamiento con insulina, acompañado de
realimentación (población RD +1) resultó en la desaparición de esta banda.
3.6.5. Estudio de regresión lineal y correlación.
La tabla 3.22. resume los resultados del análisis de regresión de los parámetros
anteriormente descritos. Este análisis se ha efectuado reuniendo los resultados obtenidos
en las distintas poblaciones al final del experimento.
Se halló una alta correlación (con r entre 0,6 y 0,9) entre los niveles de IGF-I en
suero y parámetros como el peso corporal, la glucemia y la intensidad de las distintas
bandas de IGFBP. La correlación con la insulinemia, aunque significativa, fue más baja
(r = 0,49).
El peso corporal se correlacionó bien con todas las formas de IGFBPs, así como con
la glucemia, pero no hubo significación estadística con la insulinemia. Finalmente, tanto
la IGFBP de 28 kDa como la de 30 kDa se correlacionaron con la insulinemia (r
aproximadamente 0,7 ambas), pero sólo la IGFBP de 30 kDa se correlacionó
significativamente con la glucemia.
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3.6.6. Resumen de los resultados obtenidos en el experimento de realimentación y
tratamiento con insulina.
El tratamiento de los animales subnutridos diabéticos con insulina no provocó ninguna
alteración en los niveles de IGF-I ni modificó el peso corporal, a pesar de que los niveles
de insulina fueron similares a los de los animales control del mismo estadio. En cambio,
cuando el tratamiento con insulina se acompañó de realimentación se produjo una clara
ganancia de peso y una elevación de los niveles de IGF-I (sin alcanzarse, por otro lado,
los niveles de las ratas control); en estas ratas los niveles de insulina fueron más altos que
los de las ratas control.
En las IGFBPs se produjeron cambios similares a los descritos para IGF-I: no hubo
alteraciones en las ratas que sólo recibieron tratamiento con insulina, mientras que en las
que además fueron realimentadas hubo una recuperación parcial en las bandas de IGFBP
de 40-50 kDa y total en las de 30 y 28 kDa; la banda de 24 kDa presentó mayor intensidad
que la observada en las ratas control. Finalmente, el tratamiento con insulina parece
provocar un descenso en los niveles de IGFBP-2, más marcado si se acompaña de
realimentación.
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Figura 3.35. Análisis mediante ~Western ligand blot” de las
IGFBPs del suero de las ratas de las distintas poblaciones del
estudio de realimentación y tratamiento con insulina de ratas
adultas subnutridas y diabéticas. Se analizaron 5 - 6 muestras
de cada población, tanto el día 10 como el día 14 del
experimento. Las abreviaturas de cada población son como en
la figura 3.32. La cantidad de suero analizada fue de 2,5 pl.
Las membranas fueron incubadas con 2,5 x 1(1 cpm de ¡2sI~
IGF-II; el tiempo de exposición fue de 48 horas. A la izquierda,
patrones de pesos moleculares (en kDa).
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Figura 3.37. Análisis comparativo mediante “Western ligand blot” y
“Western immunoblot” de las ¡CFBPs del suero de las ratas de las distintas
poblaciones del estudio de realimentación y tratamiento con insulina de
ratas adultas subnutridas y diabéticas. Se analizaron 2 - 3 muestras de cada
población, tanto el día 10 como el día 14 del experimento. Las abreviaturas
de cada población son como en la figura 3.32. La cantidad de suero
analizada fue de 2,5 pl. Para el ‘ligand blot” las membranas fueron
incubadas con 2,5 x 1(1 cpm de ‘~1-IGF-H; el tiempo de exposiciónfue de
48 horas. Para el ‘immunoblot’ se empleó antisuero anti-bGFBP-2. A la
izquierda, patrones de pesos moleculares (en kDa).
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Tabla 3.22. Análisis de regresión lineal y correlación de diversos parámetros de las ratas del
experimento de realimentación y tratamiento con insulina. Este análisis se efectuó reuniendo los
datos de las cuatro poblaciones al final del experimento.
Ecuación de la recta r p
IGF-l Peso corporal
frente a Glucemia
Insulinemia
IGFBP 40-50 kDa
IGFBP 30 klJa
IGFBP 28 lOa
IGFBP 24 lOa
y = -237,37 + 3,26x 0,8739 p<O,00l
y = -57,06 + 5,21x 0,7363 p<O,001
y = 153,05 + 81,08x 0,4865 pcO,05
y = 181,38 + 0,08x 0,8136 pC 0,001
y = 38,63 + 0,55x 0,6750 pc0,001
y = 162,75 + 0,22x 0,8389 pc0,001
y = 176,01 + 0,80x 0,6213 pc0,01
IGFRP 28 kDa Peso corporal
frente a Glucemia
Insulinemia
y = —1110,61 + 14,17x 0,8401 pC 0,001
y = -2027,85 + 57,22x 0,7510 p<O,00l
y = -303,21 + 478,61x 0,6862 pc0,001
IGFBP 30 kDa Peso corporal
frente a Glucemia
Insulinemia
y = 143,38 + 2,87x 0,4129 pc0,05
y = 511,05 + 2,44x 0,2460 NS
y = 368,08 + 546,13x 0,6511 pc0,01
Peso corporal Glucemia
frente a Insulinemia
IGFBP 40-50 kDa
IGFBP 24 kDa
y = 83,52 + l,31x 0,7651 p—CO,OOl
y = 149,85 + 15,21x 0,3997 NS
y = 141,15 + 0,02x 0,9118 p—C0,OOl
y = 157,48 + 0,14x 0,4811 p<0,O5
4. DISCUSION
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4. DISCUSION
4.1. Evaluación de distintos métodos de senaración de las IGFBPs del suero
La interferencia de las IGFBPs en la determinación de los niveles de IGF tiene efectos
complejos y difíciles de predecir. Así, la unión del radioligando a las proteínas ligadoras
puede dar lugar, en la mayoría de los casos, a un falso incremento en la concentración de
RiF. Por otro lado, la unión de RiF no marcado a las proteínas ligadoras provocaría una
falsa disminución en la concentración de la hormona. Por tanto, debe tenerse especialmente
en cuenta la interferencia de las IGFBPs cuando se pretende medir IGF en el suero en
condiciones fisiológicas inusuales y en estados patológicos, en otros líquidos corporales
y medios condicionados (14).
A lo largo del tiempo se han ido desarrollando diversas estrategias para superar este
inconveniente, como por ejemplo la preincubación con el antisuero durante varios días
antes de añadir el radioligando (286), la prolongación del periodo de incubación (287, 288)
o la realización del análisis en presencia de heparina (289). Se ha intentado también evitar
la interferencia de las proteínas ligadoras mediante la adición de un exceso de péptido que
compita con el radioligando por su unión a estas proteínas pero no al antisuero (290), o
bien mediante el empleo de un radioligando, ‘251-trIGF-I (IGF-I truncado), que presenta
una baja afinidad por las proteínas ligadoras (291).
Sin embargo, para determinar de manera satisfactoria la concentración de RIF en una
muestra, se acepta generalmente que es necesario disociar y separar el péptido de sus
proteínas ligadoras antes del análisis (270). La disociación se logra con facilidad mediante
acidificación de la muestra; para la separación se han introducido varios procedimientos,
el más eficaz de los cuales consiste en la acidificación del suero seguida de filtración en
gel (generalmente Sephadex@ 0-50 o G-75) en medio ácido. Este procedimiento fue
descrito inicialmente por Megyesi y cols. (292) y validado para plasma humano por
Horner y cols. (267) y Zapf y cols. (293), aplicándose luego a numerosas especies. La
cromatografía de exclusión molecular (filtración en gel o HPLC) en medio ácido
constituye, hoy por hoy, el método de separación de referencia (14, 267); en nuestros
experimentos proporcionó una separación completa, como se evidencia por el control
realizado mediante ‘Western ligand blot” de las muestras filtradas (Ver 3.1.3.). Sin
embargo, se le reconoce a este procedimiento un serio inconveniente, y es que el
procesamiento de cada muestra requiere gran cantidad de tiempo y es laborioso.
Para obviar este inconveniente se han desarrollado procedimientos alternativos.
Franklin y cols. (294) describieron por primera vez un método de extracción en
ácido-etanol para eliminar las proteínas ligadoras del suero humano antes del análisis. Este
método fue validado y optimizado para su aplicación en el ser humano por Daughaday y
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cois. (268), y desde entonces ha sido ampliamente utilizado por numerosos equipos de
investigadores, que lo han aplicado a varias especies además del hombre, como la rata, la
oveja y los bóvidos, en muchos casos sin establecer plenamente su validez. Así, se ha
comprobado (270, 271, 290, 295) que la separación de los IGFs de sus proteínas ligadoras,
y en particular de las formas de bajo peso molecular como IGFBP-l es incompleta.
Recientemente se ha introducido una etapa de crioprecipitación a continuación de la
extracción en ácido-etanol que parece mejorar la separación y reducir, por tanto, la
interferencia de las IGFBPs en el RíA (279, 289). En el trabajo de Breier y cols. (279)
se compara este método de extracción mejorado, con la filtración en gel en suero de varias
especies, entre ellas la rata, y se concluye que la extracción en ácido-etanol con
crioprecipitación proporciona resultados válidos en todas ellas. No obstante, el estudio está
efectuado únicamente en suero de ratas adultas normales, y no se extiende a otras
situaciones fisiológicas o patológicas.
Recientemente ha sido descrito un método de extracción en ácido fórmico-acetona
aplicable a muestras de suero (271). Sus autores hacen una comparación entre la eficacia
de este método y la de la extracción en ácido-etanol (sin crioprecipitación), detectando las
proteínas ligadoras remanentes en el extracto por medio de FPLC. Concluyen que su
método es válido tanto en humano como en rata. No obstante, al igual que en el trabajo
de Breier y cois. (279), las muestras de rata que analizan corresponden a animales adultos
normales.
Aunque tanto la AEC como la FA han sido validadas en rata adulta, nuestros resultados
muestran claramente que estos dos métodos no son válidos para el tratamiento del suero
de rata neonatal. En los neonatos subnutridos ambos métodos alternativos sobreestiman los
valores de IGF-I obtenidos por el método de referencia (Fig. 3.1.); en los neonatos
controles sólo la FA proporcionó valores superiores a los proporcionados por la FO.
Además, por lo general estos resultados no reflejan las diferencias que se producen con
la edad y el estado nutricional en los niveles de IGF-I. El análisis de regresión lineal entre
los valores de IGE-I obtenidos en el RíA tras extracción en FO y los valores obtenidos tras
AEC o FA (Tabla 3.1.) mostró una buena correlación, y con una pendiente muy próxima
a 1, sólo en ratas adultas, tanto controles como subnutridas, tras ABC. Estos resultados
están de acuerdo con un trabajo previo de Crawford y cols. (296), en el que se comparan
estos dos métodos con la HPLC en suero de rata adulta.
Los mecanismos implicados en la interferencia de las IGFBPs en el RíA de IGF-I son
complejos, y en ellos intervienen probablemente la distribución y las cantidades relativas
de los diferentes tipos de IGFBPs en el suero. Mediante análisis por “Western ligand blot”
hemos estudiado qué tipos de proteínas ligadoras y en qué cuantía es capaz de eliminar
cada uno de los métodos de extracción que hemos considerado. El análisis del suero,
extractos y precipitados (Figuras 3.2. y 3.3.) muestra tres grupos de bandas con pesos
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moleculares aparentes de 24, 30 y 40-50 kDa; este último se aprecia en algunos casos
como doblete. Las bandas de 40-50 kDa han sido identificadas por otros autores (297)
como IGFBP-3; las diferentes bandas corresponden a variantes de glicosilación de esta
proteína (70). La banda de 30 kDa está constituida probablemente por varios tipos de
IGFBPs que, por su similar peso molecular aparente, no se resuelven con este método
(174, 105). En periodo perinatal esta banda está constituida en su mayor parte por
IGFBP-2 (101), como hemos demostrado mediante “Western immunoblot” (Fig. 2.9.).
También en torno a 30 kDa se han detectado IGFBP-l (206), fragmentos de IGFBP-3
(171) y formas glicosiladas de IGFBP—4 (298). Se ha sugerido que la banda de 24 kDa
corresponde a IGFBP-4 (299). Finalmente, se ha descrito la presencia en el suero de rata
adulta de IGFBP-5 y 6, pero la identificación con alguna de las bandas detectadas mediante
“Western ligand blot” no se ha llevado a cabo aún (61).
La proporción de los tres grupos de bandas en el suero no extraído (Fig. 3.4.) muestra
un incremento gradual en IGFBP-3 y un descenso en la banda de 30 kDa con la edad. Los
animales subnutridos muestran mayores niveles que los controles en esta última banda
durante el periodo neonatal (10 y 20 días), lo que sugiere un retardo en esta población en
alcanzar el patrón de bandas de la rata adulta control. Este patrón alterado se observa
también en IGFBP-4. La diferente distribución de los tres grupos de bandas a lo largo del
desarrollo hace muy apropiado este análisis para explicar las diferentes cantidades de
IGFBPs remanentes en los extractos tras el tratamiento del suero con AEC o FA en las dos
poblaciones estudiadas. Aplicando este método de “Western ligand blot” a nuestro estudio
hemos comprobado que la filtración en gel proporciona una separación completa de las
IGFBPs del suero de rata independientemente de la edad o del estado nutricional del
animal (Ver 3. 1.3.), lo cual demuestra la validez de este método de separación como
método de referencia. Tanto la AEC como la FA son más eficaces, por lo general,
eliminando la IGFBP-3 del suero (Figs. 3.4. y 3.5.). En cambio, la proporción de formas
de menor peso molecular (30 y 24 kDa) eliminadas por ambos métodos es menor, sobre
todo con FA en suero de ratas subnutridas. Crawford y cols. (296), en un estudio más
limitado, habían llegado a una conclusión similar empleando también el análisis de
“Western ligand blot” de extractos de AEC y FA. Se ha señalado que las IGFBPs del
suero de rata causan una mayor interferencia en el RíA de IGF-I que las IGFBPs del suero
humano (270); la mayor afinidad por IGF-I de la IGFBP-3 en la rata, en comparación con
el humano, puede ser la causa de este hecho (297). Nuestro estudio muestra, sin embargo,
que las formas de 40-50 kDa, correspondientes a IGFBP-3, son las más eficazmente
eliminadas por ambos métodos, lo que explica además que hayan sido validados para su
empleo en el suero de rata adulta, donde IGFBP-3 es la forma más abundante. No
podemos excluir, sin embargo, la presencia, en los extractos, de IGFBPs no detectadas por
“Western ligand blot’.
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La interferencia que causan las IGFBPs en los valores de IGF-I obtenidos por RíA en
los extractos de AEC y FA fue mayor en las ratas subnutridas que en las controles a 10
y 20 días. Los niveles más elevados de IGFBPs de bajo peso molecular en suero, junto
con la menor eficacia de las extracciones en AEC y FA podrían explicar la mayor
interferencia de estas IGFBPs en las muestras de ratas subnutridas, sobre todo en muestras
extraídas por FA (Fig. 3.1.). Las IGFBPs de bajo peso molecular interfieren en el RIA
de IGF-I probablemente por competición directa con el anticuerpo por su unión al
radioligando; los resultados proporcionados por el RíA dependerán por tanto de la afinidad
del antisuero por IGF-l (291). El antisuero empleado por nosotros consiste en una mezcla
de anticuerpos con un rango de afinidades por IGF-I de 0,71 a 17,14 >< 10~ M’ (Ver
2.4.2.3.), que es del mismo orden de magnitud que la Ka de la mayoría de las IGFBPs
(61, 62). Una idea del grado de interferencia de las IGFBPs la da la curva de calibración
por RIA de las columnas de Sephade0 G-50 empleadas en la filtración de los sueros (Fig.
2.1.). La presencia de inmunorreactividad en una serie de fracciones en las que no eluye
IGF permite identificar las IGFBPs y excluir esas fracciones a la hora de extraer IGF de
las muestras de suero.
Por otro lado, la correlación aparentemente pobre entre las IGFBPs remanentes en los
extractos ABC y FA (Figs. 3.2. y 3.4.) y los niveles de IGF-I obtenidos (Fig. 3.1.) en
algunos estadios podría indicar que el mecanismo de la interferencia reside en relaciones
alteradas entre IGF-I y las diferentes formas de IGFBPs tras el proceso de extracción. A
este respecto nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Bang y cols. (291) en
un trabajo comparativo reciente, en el que hallan que la AEC proporciona resultados
erróneos en los niveles de IGF-I sérico en pacientes con acromegalia o con déficit de GH
(situaciones caracterizadas por niveles de IGF-I anormalmente elevados o disminuidos,
respectivamente), y atribuyen el error a diferencias en la relación IGF-I/IGFBP-1
remanente. En la misma línea se sitúa el trabajo de Breier y cols. (279), que atribuye la
no validez del método de AE (sin crioprecipitación) para la determinación de las
concentraciones de IGF-I en plasma de oveja fetal a la diferencia en la relación
IGF-I/IGFBP en plasma entre el feto y el adulto.
Concluimos de nuestros resultados la no validez de ninguno de los método de
extracción (en ácido-etanol con crioprecipitación y en ácido fórmico-acetona) alternativos
a la filtración en gel, para la cuantificación de los niveles de IGF-1 en suero de rata en
etapa neonatal y/o sometida a subnutrición proteico-energética. La filtración en gel parece,
por tanto, el método idóneo para separar las proteínas ligadoras de IGF y evitar su
interferencia en el RíA. Este estudio corrobora la validez de la AEC como un método de
extracción previo a la determinación radioinmunológica de la concentración de IGF-I en
suero de rata adulta, incluyendo la situación de subnutrición, en la cual los niveles de
IGF-I están disminuidos. Por otro lado, la extracción en FA debe descartarse para
medición de IGF-I en ratas, tanto neonatales como adultas.
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Estos resultados nos han obligado, en lo sucesivo, a la utilización, en este trabajo, de
la filtración en gel previa a la determinación de la concentración de IGFs en el suero de
rata en periodo fetal y neonatal. Sin este estudio comparativo los valores obtenidos al
emplear cualquiera de los métodos de extracción alternativos a la FO habría carecido de
todo rigor experimental. Este trabajo metodológico acaba de ser aceptado para su
publicación en Journal of Endocrinology (300).
4.2. Cambios en los IGFs y las IGFBPs en la 2estación. Efectos de la subnutrición y
la diabetes
4.2.1. Cambios en los LGFs en la rata gestante.
Las primeras determinaciones de los niveles de IGFs en la rata gestante mostraban ya
un descenso en los niveles de IGF-I en suero al final de la gestación (149, 301, 302).
Posteriormente se comprobó (196, 206) que este descenso en los niveles de IGF-I se inicia
hacia el día 12<> de gestación, manteniéndose hasta el parto para restablecerse poco después
del mismo. En un trabajo reciente Donovan y cols. (197) extienden su estudio a todo el
periodo gestante, observando una elevación en los niveles de IGF-I al inicio de la gestación
(días 5’> y 100) y posteriormente un descenso, para recuperarse dos días después del parto
los niveles de la rata no gestante. Nuestros resultados están en consonancia con estas
observaciones. En el periodo de gestación estudiado por nosotros (días 17 a 21)
encontramos, en las tres poblaciones de ratas (subnutridas, controles y diabéticas) niveles
de IGF-I en suero significativamente más bajos que los presentes en la rata virgen (Fig.
3.7.), con un descenso adicional a 21 días. Este descenso en los niveles de IGF-I en suero
descrito en roedores (197, 303) contrasta con lo observado en la mujer gestante, en la que
los niveles de este péptido experimentan un incremento progresivo a lo largo de la
gestación, alcanzando los valores más altos en el último trimestre. Poco después del parto
los niveles de IGF-I tienden a recuperar los valores presentes en la mujer no gestante (198-
201).
Se han propuesto varias explicaciones para estos cambios en IGF-I circulante en la rata
gestante. Davenport y cols. (196) han observado que los cambios en la concentración
sérica de IGF-I al final de la gestación e inmediatamente después del parto se
correlacionan con niveles bajos de péptido en hígado (196), y se ha descrito además una
reducción en la abundancia de mRNAs hepáticos de IGF-I de aproximadamente el 40%
respecto a la rata no gestante, y una recuperación a los 4 días postparto (196). Sin
embargo, en un trabajo reciente de Travers y cols. (304) describen un aumento del peso
del hígado en la rata gestante, sobre todo en la mitad y el final de la gestación. Cuando
la cantidad de mRNA de IGF-I total hepático se corrige en función del contenido total de
RNA del hígado lo que se constata en realidad es un incremento progresivo de este
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parámetro en la gestación. Por otro lado, Davenport y cols. (196) han comprobado que el
‘
251-IGF-I es eliminado del suero de rata gestante casi 5 veces más rápido que en la rata
posparto, sin que haya diferencias significativas en las tasas de producción de IGF-I. Esto
podría ser debido a la disminución de IGFBP-3 observada en el suero de la rata gestante
(Ver más adelante); un descenso de IGFBP-3 circulante conllevaría un descenso en el
complejo de 150 kDa, que actúa como reservorio de RIF impidiendo su paso a través de
los capilares.
Por último, en cuanto a IGF-II, en la mujer gestante se han descrito elevaciones más
ligeras de sus niveles (200), aunque otros autores no encuentran cambios (201). En este
trabajo no hemos determinado la concentración de IGF-II en suero de rata adulta
(incluyendo la rata gestante) debido a que la sensibilidad del RRA no permite cuantificar
los bajos niveles presentes en estos animales. Sin embargo otros autores (197) encuentran
niveles muy bajos (en torno a 20 ng/mí) que no se alteran a lo largo de la gestación.
4.2.2. Cambios en las IGFBPs en la rata gestante.
El análisis de las IGFBPs del suero mediante “Western ligand blot” (Figs. 3.8. y 3.9.)
mostró un marcado descenso en las bandas de 40-50 kDa (IGFBP-3), hasta el punto de
hacerse indetectables a 18, 19 y 21 días. Además se produjo un descenso generalizado en
el resto de formas, ya que, como se ha señalado en Resultados (Ver 3.2.4.), fue necesario
aplicar mayor cantidad de suero a los geles y prolongar el tiempo de exposición de las
películas para obtener una buena señal. No se apreciaron cambios notables en la
proporción de las bandas de 27-30 kDa y 24 kDa (IGFBP-4) entre 18 y 21 días de
gestación, y las diferencias entre los distintos tratamientos fueron de escasa cuantía, lo que
a su vez concuerda con la ausencia de diferencias en la concentración de IGF-I entre los
tres tratamientos en los tres días de gestación estudiados. Resultados similares describen
Fielder y cols. (303) en el ratón gestante. Cambios más notables se apreciaron en las
gestantes subnutridas el día 17 de gestación cuando la subnutrición comenzó el día 14, con
un ligero descenso en IGFBP-3 (que ya de por si dio escasa señal en la autorradiografía)
y en las bandas de 27-30 kDa; la proporción de las bandas de 24 kDa aumentó como
consecuencia del descenso en la proporción del resto de bandas. Estos cambios son
similares a los encontrados por nosotros en la rata macho adulta sometida a subnutrición,
y se discuten más adelante (Ver 4.5.). Para el análisis mediante “Western immunoblot”
(Fig. 3.9.) fue necesario igualmente prolongar el tiempo de revelado de la membrana para
detectar la banda correspondiente a IGFBP-2. Los bajos niveles de esta IGFBP en el suero
son característicos de la rata adulta, y la gestación no parece acompañarse de cambios en
esta forma de proteína ligadora, salvo quizá un descenso a 21 días. Aunque lo reducido
del tamaño muestral no permite extaer conclusiones fiables, sí parece advertirse una
intensidad mayor de esta banda en las gestantes subnutridas, lo cual está en la línea de los
cambios que la subnutrición provoca en la rata adulta no gestante (92, 101-103).
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Draznin y cois. (301) ya habían descrito, mediante un BPA competitivo, que las
proteínas ligadoras de IGF están disminuidas en la rata gestante. Este resultado se ha
confirmado mediante cromatografía de exclusión molecular en medio ácido (206), a la par
que se ha comprobado cómo al final de la gestación se produce en suero un predominio
de las formas de 40-50 kDa sobre las de 150 kDa, al contrario de lo que sucede en el
suero de rata no gestante. Mediante “Western ligand blot” vahos autores han constatado,
durante la primera mitad de la gestación, un incremento en IGFBP-3 y en las formas de
28-29 kfla, en tanto que no hay cambios en la forma de 24 kDa (196, 197, 206). Por el
contrario, en la segunda mitad de la gestación tanto IGFBP-3 como las formas de 28-29
kDa experimentan una intensa disminución, mientras que la forma de 24 kDa no cambia
o aumenta ligeramente, resultados similares a los encontrados por nosostros. A los 2-4 días
después del parto el patrón es similar al de la rata no gestante (196, 197, 206).
Alteraciones similares a las descritas en la rata se han señalado también en el suero de
mujer gestante mediante diversas técnicas. Así, mediante cromatografía de exclusión
molecular en medio ácido Gargosky y cols. (305) han observado un paso del predominio
de las formas de 150 kDa en la mujer no gestante a un predominio de las de 40 kDa hacia
el final de la gestación. Los trabajos efectuados mediante “Western ligand blot’ (108, 109,
200, 305, 306) describen un progresivo descenso en la intensidad de las bandas
correspondientes a IGFBP-3 (que llega a hacerse prácticamente indetectable al final de la
gestación), IGFBP-2 e IGFBP-4, en tanto que en la banda correspondiente a BP-l no se
aprecian cambios o se detecta un aumento de la intensidad. Estos cambios se revieflen tras
el parto, aunque perduran todavía, de forma menos marcada, durante la lactancia.
El estudio en la rata gestante de la expresión hepática de las distintas proteínas
ligadoras mediante “Northern blot” (197) ha puesto de manifiesto la ausencia de cambios
en IGFBP-2 (que apenas resultó detectable) y, paradójicamente, IGFBP-3. Por tanto, la
desaparición de IGFBP-3 del suero no es debida a un descenso en su expresión hepática,
sin que se dé tampoco un aumento compensatorio en la misma. Por el contrario, tanto el
mensajero de IGFBP-4 como el de IGFBP-1 experimentaron un incremento significativo
en la segunda mitad de la gestación. Al segundo día posparto el mRNA de IGFBP-l se
había reducido a niveles indetectables, en tanto que el de IGFBP-4 continuaba ligeramente
elevado. No debe perderse de vista, sin embargo, que el hígado no es la única fuente de
IGFBPs (de hecho, IGFBP-3 se expresa más abundantemente en riñón que en hígado) (77).
Habría que evaluar, por tanto, la contribución de otros tejidos a los cambios en las IGFBPs
circulantes. También hay que considerar las limitaciones del método de “Westem ligand
blot”, ya que la señal obtenida en la autorradiografía depende no sólo de la cantidad de
IGFBP presente, sino también de sus propiedades cinéticas, las cuales pueden verse
alteradas por las condiciones extremas a que se debe someter la muestra para su análisis
por este método.
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Estos cambios descritos en las IGFBPs del suero de rata (196) y de mujer (108, 109)
gestantes se han atribuido a la presencia de una o varias actividades proteolíticas
específicas. En el suero de rata esta actividad aparece hacia la segunda mitad de la
gestación (197, 307) y se incrementa progresivamente hasta el momento del parto,
desapareciendo inmediatamente después (197). Los cambios en la actividad proteasa de
IGFBP-3 se correlacionan negativamente con los cambios en los niveles séricos de IGFBP-
3 (detectados por “Western ligand blot”) y de IGF-I (197), y se corresponden con un
incremento del aclaramiento y captación periférica de IGF-I sérico (196) ya mencionados.
Diversos experimentos han tratado de caracterizar esta actividad proteolítica mediante
“Western ligand blot’, habiéndose comprobado que se trata de una serina-proteasa (307)
no específica de especie (196, 197, 303). Mediante el empleo de ‘251-rhIGFBP-3 glicosilada
se han caracterizado los fragmentos que resultan de la proteolisis de IGFBP-3. La
incubación de esta proteína con suero de rata (307), ratón (303) o mujer (108), o extractos
de útero y decidua de rata (307) gestantes proporciona fragmentos de 29-31 kDa y 18-23
kDa. Estos fragmentos, detectados también mediante “Western ligand blot” en suero de
mujer gestante, parecen conservar la capacidad de unir IGF, aunque con menor afinidad
que la proteína intacta (108, 109, 308).
No se poseen datos acerca de las concentraciones séricas de las IGFBPs en la rata
gestante determinadas por procedimientos radioinmunológicos. En la mujer gestante
IGFBP- 1 es la proteína ligadora mejor caracterizada. Sus niveles empiezan a incrementarse
hacia el final de primer trimestre, alcanzando un pico a término, con unos valores 10 veces
superiores a los normales en la mujer no gestante (82, 202, 203), elevación que corre
paralela a la que experimentan los niveles de progesterona. Está bien establecida la
regulación de la expresión del gen y de la síntesis de esta proteína en el
endometrio/decidua, suponiéndose que es este tejido el origen de su síntesis durante la
gestación (204, 205).
Por lo que respecta a los niveles de IGFBP-3 medidos mediante RíA, se ha descrito
una elevación de los mismos, que casi se doblan durante el último trimestre de la gestación
(104). También se produce un moderado incremento de los niveles de ALS
inmunorreactiva al final de la gestación (66). La discrepancia entre los niveles de IGFBP-3
en la mujer gestante obtenidos mediante RíA y los resultados proporcionados por la técnica
de “Western ligand blot” se atribuyó en un principio al efecto de la proteasa asociada a la
gestación: la IGFBP-3 degradada estaría estructural y funcionalmente alterada, pero
conservaría sus sitios antigénicos, que serían incluso más accesibles. Estudios recientes
basados en la cromatografía de exclusión molecular en medio neutro, parecen apuntar a
otra explicación. Gargosky y cols. (200) y Wang y Chard (306) han comprobado que en
la mujer gestante (3t~ trimestre) ambos IGFs se distribuyen predominantemente en el
complejo de 150 kDa, de modo similar a lo que sucede en la mujer no gestante. Suikkari
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y Baxter (201), por otro lado, han comprobado que los perfiles de elución de
inmunorreactividad de IGFBP-3 y ALS no experimentan cambios durante la gestación con
respecto a la mujer no gestante, suponiendo la IGFBP-3 en todos los casos un 85-90% de
la inmunorreactividad en el complejo de 150 kDa. Así pues, aparentemente IGFBP-3
conserva, durante la gestación, su capacidad para unir IGF y formar complejos ternarios.
Es posible que, debido al efecto de una proteasa de origen placentario, se produzca una
hidrólisis parcial de IGFBP-3 que altere su estabilidad durante tratamientos bruscos (lo que
explicada su indetectabilidad por “Western ligand blot” o tras acidificación prolongada)
sin por ello alterar su capacidad para formar complejos ternarios de 150 kDa, aunque con
menor afinidad por RIF. Una posible explicación la da un trabajo reciente de Suikkari y
Baxter (207). Según estos autores IGFBP-3 en el suero de mujer gestante es incapaz de
unir yodo-IGF-I, pero une IGF-I nativo. No hay datos, hasta la fecha, que indiquen que
en la rata se produzaca una situación similar a la descrita en humano.
4.2.3. Implicaciones fisiológicas.
Los cambios en IGF-I e IGFBP-3 en la rata gestante coinciden en el tiempo con un
profundo cambio en el metabolismo materno, que pasa de una fase anabólica a otra
catabólica. Se ha postulado que los cambios funcionales en IGFBP-3 durante la gestación,
debidos a desestabilización del complejo de 150 kDa por la actividad proteasa, resultarían
en un incremento de la disponibilidad de IGFs para el crecimiento fetoplacentario (108,
109, 305); la mayor parte del IGF circularía unido a las formas de bajo peso molecular.
Debido a la alteración del patrón de IGFBPs, los IGFs podrían ejercer mayor influencia
sobre la distribución de los nutrientes en el animal gestante que en el no gestante. Se
trataría, pues, de una respuesta adaptativa a las demandas de la gestación. La regulación
de la proteolisis de IGFBP-3 podría a su vez regular las acciones locales de RiF. A favor
de esta hipótesis estaría el hecho de que se ha detectado la presencia de actividad proteasa
en el suero en otras situaciones catabólicas (enfermos en estado crítico tras cirugía mayor,
pacientes con neoplasias) (68, 309).
Aunque la fuente y el control hormonal de esta actividad proteasa se desconocen, la
aparición gradual de la misma durante la gestación y la posterior desaparición
inmediatamente tras el parto sugiere que la placenta o la decidua es una fuente potencial
de esta actividad enzimática. En efecto, toda la serie de cambios descritos coinciden con
el desarrollo de la placenta corioalantoidea y el establecimiento de la circulación materno-
fetal en la rata. En la mujer gestante el patrón de aparición y desaparición de esta actividad
enzimática es paralelo al de los esteroides y hormonas poJipeptídicas derivados de la
placenta (fundamentalmente el lactógeno placentario).
La disparidad en el comportamiento de IGF-I en rata y en humano podría explicarse
por el hecho de que la rata soporta 3 veces más tejido fetal que la mujer gestante (en
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términos de peso corporal), y el feto de rata a término crece 20 veces más rápido que el
feto humano (310), lo que supone un mayor incremento proporcional en las demandas de
energía durante la gestación en la rata. Por tanto, la rata necesitaría un catabolismo de la
proteína materna durante la gestación que explicaría los diferentes efectos de la gestación
sobre el IGF-I sérico.
Finalmente, el hecho de que ni la subnutrición ni la diabetes provoquen alteraciones
en el patrón de cambios de IGF-I e IGFBPs que tiene lugar en la última etapa de la
gestación, a pesar de resultar en una disminución de la ganancia de peso (más evidente en
la subnutrición) sugiere que los mecanismos que regulan los componentes del sistema IGF
sufren un profundo cambio en la etapa gestante, de manera que los factores nutricionales
y la acción de la insulina pasan a un segundo plano. En esta línea, Gargosky y cols. (206)
proponen que el descenso de IGFBP-3 e IGF-I se debe a un estado de resistencia a Gil,
ya que se ha observado que los niveles basales de Gil circulante y la amplitud de los
pulsos se incrementan durante la gestación hacia la misma época en que se da el descenso
de IGFBP-3 e IGF-I (311). Travers y cols. (304), por su parte, no observan alteraciones
en el ligamiento de CH a receptores hepáticos en la rata al final de la gestación, y
proponen que esta resistencia es postreceptorial. Se ha comprobado también que la
administración de CH a ratas gestantes carece de efectos sobre la concentración de IGF-I
(312). Toda esta serie de cambios tendría un sentido fisiológico: aunque IGF-I media los
efectos anabólicos de GH, los efectos catabólicos, como la movilización de lípidos del
tejido adiposo, son directos. Así, niveles elevados de Gil (y lactógeno placentario, cuya
estructura es muy similar a la de CH) con concentraciones bajas IGF-I al final de la
gestación tendrían el efecto de reducir los procesos anabólicos, favoreciendo la liberación
de lípidos.
Puesto que el descenso en la concentración de IGF-I que tiene lugar tanto en la diabetes
como en la subnutrición en rata no gestante se ha intentado explicar en parte por una
resistencia a Gil (Ver 1.3.), es posible que la falta de efecto de ambas situaciones sobre
los niveles de IGF-I en la rata gestante se deba a que este mecanismo de resistencia a GR
ya está previamente establecido por la gestación. Por otro lado, los altos niveles de
lactógeno placentario que se observan en la gestación podrían contribuir a impedir un
mayor descenso en los niveles de IGF-I por efecto de la subnutrición o la diabetes que se
produciría en otras circunstancias (313, 314). Los cambios que se observan en la ganancia
de peso son quizá un efecto directo de la falta (en la subnutrición) o el mal
aprovechamiento (en la diabetes) de los nutrientes, sin que en este hecho medie IGF-I.
43. Subnutrición y diabetes en periodo fetal
El papel de la insulina y los nutrientes en la regulación del sistema IGF en periodo fetal
es poco conocido. A ello contribuyen en parte la complejidad de los cambios metabólicos
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y hormonales que tienen lugar en esta etapa y las grandes lagunas de conocimiento que aún
existen acerca de las interacciones entre el feto, la placenta y la madre gestante.
Para abordar el estudio de los efectos de los nutrientes y la insulina en la regulación
de los IGFs y sus proteínas ligadoras en el feto nos hemos valido, por un lado, de un
modelo de restricción proteico-energética que se comienza el día 14 o el día 16 de
gestación, y por otro lado de un modelo de diabetes por STZ en el que este fármaco se
administra a la rata gestante en las mismas fechas. El motivo de iniciar las situaciones de
subnutrición o diabetes en dos momentos es e] siguiente. Como se ha adelantado en la
Introducción (1.2.2.1.), en la rata fetal la secreción de insulina no depende de la glucosa
hasta el día 18-19 de gestación (141). Con la subnutrición o la administración de STZ el
día 16 pretendemos estudiar el papel de los nutrientes y la insulina en la regulación de los
IGFs en una etapa en la cual la insulina actúa como glucorregulador, mientras que con las
mismas situaciones desde el día 14 este estudio se aborda en una etapa en la cual esta
hormona actúa aún fundamentalmente como agente anabólico cuya secreción no parece
depender de la glucosa, sino de los aminoácidos (315). Discutiremos en primer lugar los
cambios observados con los modelos desde el día 16 de gestación y más adelante los
observados en los modelos desde el día 14.
En todo caso, la gran elevación de la glucemia observada en las madres diabéticas (que
implica un notable incremento en las cantidades de glucosa transferidas al feto), y que no
se aprecia en las subnutridas, es un factor importante a la hora de abordar el estudio
comparativo de la regulación de los IGFs y sus proteínas ligadoras en ambas poblaciones.
43.1. Subnutrición y diabetes desde el día 16 de gestación.
4.3.1.1. Efectos de la subnutrición y la diabetes sobre los niveles de IGFs.
Concomitantemente con el incremento de la glucemia materna, en los fetos de gestante
diabética se observaron valores marcadamente elevados (en comparación con los fetos
control) de este azúcar en sangre, junto con un moderado descenso de la insulinemia.
Ambos parámetros, en cambio, no se vieron alterados en los fetos de rata subnutrida (salvo
un moderado incremento de la insulinemia a 21 días) (Tabla 3.2.). Los niveles de IGF-II
en el suero de los fetos de gestantes diabéticas se encontraban elevados con respecto a los
de los fetos control en los tres estadios estudiados (18, 19 y 21 días), mientras que en los
de madre subnutrida se observó un descenso a 18 y 19 días (Fig. 4.1.).
En este último modelo experimental no encontramos, a 21 días, diferencias
significativas en los niveles de IGF-II entre los fetos controles y los fetos de madre
subnutrida (Fig. 4.1). Sin embargo, el día 21 se produjo en los fetos control un descenso
significativo con respecto al día 19 que probablemete forme parte del patrón ontogénico
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Figura 4.1. Niveles de IGF—I e IGF-II en suero de fetos y neonatos en los modelos de
subnutrición y diabetes estudiados en este trabajo. La subnutrición, tanto en etapafetal
como neonatal, comenzó el día 16 de gestación. La diabetes en etapafetal se provocó
por inyección de STZ a la rata gestante el día 16, y en etapa neonazal por inyección
de STZ a las crías a los 4 días postparto. Ver figuras 3.11 y 3.1 7 para más detalle. •
Sign~cación estadística con respecto al grupo control. U Sign¿tlcación estadística con
respecto al grupo de edad inmediatamente superior.
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de este péptido en la rata, ya descrito en la introducción (Ver 1.2.3.1.). Así pues, una
posible explicación de esta ausencia de diferencias a 21 días sería que el gen de RIF-II se
expresa ya de por sí a una tasa los suficientemente baja como para no verse afectado por
una situación que, en otras circunstancias, provocaría un descenso de su expresión. Este
extremo, no obstante, está pendiente de confirmación. Una situación similar se ha
observado en la cobaya gestante sometida a restricción alimentaria (la restricción fue de
un 40%, similar a la empleada en nuestro modelo) lo largo de la gestación (242). En esta
especie se produce normalmente un pico en la concentración de RIF-II en el último tercio
de la gestación, que se redujo considerablemente en los fetos de cobaya subnutrida; al final
de la gestación y a término los niveles de IGF-II eran similares y muy bajos en ambas
poblaciones. Desconocemos si en la rata fetal los niveles de IGF-II circulante se comportan
de la misma manera que en el cobayo, ya que no conocemos ningún estudio en el que se
hayan determinado estos niveles en un periodo de gestación lo suficientemente largo. Las
razones son quizá de índole técnica, ya que a 17 días de gestación nos fue difícil extraer
sangre del feto por su reducido tamaño.
Las diferencias tan marcadas en los niveles de RIF-II en suero en las tres poblaciones
de fetos que hemos estudiado pueden explicarse por la distinta situación metabólica a que
están sometidos los fetos de ambas poblaciones en una fase del desarrollo en la cual el
crecimiento sigue una pauta exponencial y los requerimientos de sustratos energéticos son
máximos. En los fetos de madre diabética la glucemia elevada, junto con la insulinemia
sólo moderadamente disminuida, favorecería un ambiente anabólico, mientras que en los
fetos de madre subnutrida, aunque el aporte de glucosa (al igual que la insulinemia) no
parece estar pertubado, el aporte de otros principios inmediatos, como los aminoácidos está
muy probablemente limitado, con lo que los procesos anabólicos se ven restringidos. Esto
justificaría que el peso al nacimiento de los fetos de madres subnutridas fuese casi un 30%
inferior al de los fetos de madres alimentadas cid íibitum (Ver 3.2.6. y Fig. 3.10.). No se
observaron cambios, sin embargo, en el peso de los fetos de madre diabética ni durante
la etapa fetal estudiada ni al nacimiento. Esto quizá haya que achacarlo a los niveles de
insulina disminuidos que presentan estos fetos. Como ya se adelantó en la Introducción
(Ver 1.2.2.), se atribuye a la insulina un importante papel en la regulación del crecimiento
fetal. Al final de la gestación la insulina y la GH, entre otros factores, se consideran
responsables del acúmulo de glucógeno y lípidos (316) que permitirá al neonato afrontar
las primeras fases de la vida extrauterina. En el feto de madre diabética, síndrome bien
conocido en pediatría, la hiperglucemia se acompaña de hiperinsulinemia, lo que favorece
el acúmulo de grasa y explica el sobrepeso al nacimiento (24, 141). En nuestro caso la
hipoinsulinemia moderada no permitiría el aprovechamiento del exceso de nutrientes para
un sobrealmacenamiento de lípidos, y el resultado sería un peso al nacimiento normal. El
modelo de diabetes por STZ en rata gestante no es, por tanto, totalmente comparable a la
situación de diabetes gestacional en humano. Un modelo en cierta manera comparable es
el de pancreatectomía del feto de oveja (317); en este modelo se produce un retardo del
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crecimiento intrauterino acompañado de niveles elevados de RIF-II. No está claro el origen
de la hipoinsulinemia en los fetos de rata gestante tratada con STZ. Sin descartar una
posible acción tóxica directa directa de la STZ sobre el páncreas fetal (aunque se cree que
ello no es probable), cabe pensar que la hiperglucemia sostenida agota la reserva
pancreática de insulina o tiene un efecto tóxico para la célula B. Se ha descrito (318) una
inhibición de la secreción de insulina por el páncreas fetal por efecto de la hiperglucemia.
En cualquier caso seria interesante valorar la concentración de proinsulina en el feto y
efectuar un estudio histológico y funcional del páncreas fetal in vitro en estas situaciones.
Las alteraciones encontradas por nosotros en los niveles de IGF-II en suero de fetos
de madre subnutrida están de acuerdo con las descritas en otros modelos de restricción
dietética, tanto en la rata como en otras especies. Un ayuno durante los últimos 4 días de
gestación (aunque no durante 3 días) en la rata (240, 241), durante 2 días a mitad de la
gestación en la cobaya (236) o al final de la gestación en la oveja (243), así como la
deficiencia proteica prolongada en la rata (239) se acompañan de una reducción de los
niveles de IGF-II en el feto. Hill y cols. (238) habían descrito un descenso de un 23% de
la actividad somatomedina (en etapa fetal RIF-II en su mayor parte) por bioensayo en el
feto de rata tras 96 horas de ayuno. Dwyer y Stickland (242), en el modelo comentado
más arriba, consistente en una reducción de un 40% del aporte de alimento a la cobaya
durante todo el periodo de gestación, describen una marcada reducción del pico de IGF-II
que se produce normalmente en esta especie al final de la gestación.
Por el contrario, en modelos de retardo del crecimiento intrauterino por ligadura de la
arteria uterina en la cobaya (319) o por reducción de la masa placentaria en la oveja (320)
se ha descrito una elevación de los niveles de IGF-II. En cambio, en un modelo de
ligadura de la arteria uterina de 24 horas de duración en la rata el día 19 de gestación
Unterman y cols. (245) no encuentran cambios significativos en la concentración de
IGF-II. Parece ser, por tanto, que los niveles de IGF-II se elevan (o no cambian) en
condiciones que causan hipoxia en el feto, y disminuyen cuando se limita el aporte de
nutrientes. La elevación descrita en situaciones de hipoxia está quizá mediada por
catecolaminas, ya que se ha observado que la infusión de adrenalina al feto de oveja
provoca un aumento de los niveles de IGF-II en el suero (320).
De todo lo que acabamos de comentar parece claro que los niveles de IGF-II se
relacionan más con la glucemia o las concentraciones de otros nutrientes que con la
insulinemia o el peso fetal. Otros datos de la literatura sugieren que IGF-II podría estar
implicado en el metabolismo de la glucosa en periodo fetal. La infusión de glucosa a fetos
de oveja o cobaya (236, 243) provoca un incremento de la concentración de RIF-II en el
suero de estos animales. En el feto de cobaya la acción de IGF-II se correlaciona con la
concentración de glucógeno hepático (236). Es interesante a este respecto la observación
de que el páncreas fetal humano libera IGF—II siguiendo un patrón similar al de la insulina
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(31). Es posible que IGF-II desempeñe un papel permisivo sobre el crecimiento fetal,
mediando la disponibilidad de glucosa. Esto explicaría la influencia aparentemente mayor
de IGF-II en el feto, cuyo requerimiento de glucosa es mayor que el del adulto. En todo
caso, este mecanismo parece funcionante sólo en periodo fetal, ya que en periodo neonatal
la restricción alimentaria no resulta en un descenso de la concentración de IGF-II, y la
hiperglucemia (en el neonato diabético) no sólo no produce un incremento en la
concentración de este péptido, sino que, por el contrario, sus niveles descienden (Fig.
4.1.).
Los niveles de IGF-I en periodo fetal no pudieron determinarse con fiabilidad en
nuestras condiciones de trabajo debido a la interferencia de JGF-II en el RíA de IGF-I. Se
admite que en la rata los niveles de IGF-I son bajos en el feto y se incrementan en periodo
postnatal, patrón inveso al que muestra IGF-II (151). En diversas especies (rata, cobaya,
oveja, humano, ratón) se han descrito niveles bajos de IGF-I en suero en periodo fetal
(14), lo cual parece ser una característica común de la endocrinología fetal. Aunque la
presencia de niveles notablemente más elevados de IGF-II que de IGF-I en suero fetal (al
menos en roedores) habla en favor de un papel preponderante de IGF-II en el control del
desarrollo fetal al final de la gestación (que es cuando se han cuantificado estos factores),
numerosos estudios muestran una correlación positiva entre la concentración de IGF-I en
suero y el peso fetal (154, 173, 236, 245, 321, 322). En situaciones de retardo de
crecimiento intrauterino por diversas causas, como ligadura de la arteria uterina (245,
323), reducción de la masa placentaria en oveja (320), restricción proteica en rata (239),
ayuno al final de la gestación en rata (240, 241), subnutrición crónica en cobaya (242),
pancreatectomía fetal en oveja (316) y en humano por causas desconocidas (23), se han
descrito niveles reducidos de IGF-I.
Estos resultados sugieren un control nutricional de IGF-I al final de la gestación similar
al descrito en periodo postnatal por otros autores (Ver 1.3.1.2.) y comprobado por
nosotros mismos en este trabajo (Fig. 4.1.). La hipoinsulinemia es una posible explicación
del descenso de IGF-I que se ha descrito acompañando al retardo del crecimiento
intrauterino. A favor de esta explicación está la comprobación experimental de que la
exposición a insulina provoca un incremento de la producción de IGF en hepatocitos de
rata aislados (28), explantes de hígado en cultivo (29) e hígado de rata perfundido (30).
En cuanto a la expresión de los genes de IGF-l y II en situaciones de retardo del
crecimiento intrauterino, los datos encontrados en la literatura son escasos. Sólo en
trabajos recientes se ha abordado este estudio en modelos de restricción nutricional en rata
al final de la gestación. Davenport y cols. (240) no observan cambios en el mRNA
hepático de IGF-II ni en los niveles del péptido en suero tras un ayuno de tres días. Por
su parte Straus y coN. (241), encuentran un ligero descenso (12% aproximadamente) en
los niveles de IGF-II tras un ayuno de cuatro días, pero no aprecian cambios en la
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expresión de su gen. La diferencias entre ambos resultados pueden muy bien tener relación
con la duración del ayuno. Ambos trabajos coinciden en el hallazgo de un descenso en la
expresión del gen de IGF-I en hígado, concomitante con el descenso de la concentración
del péptido en suero. Este comportamiento de la expresión del gen de IGF-I es muy
similar al descrito en situaciones de ayuno en etapa postnatal (214). Resulta evidente el
interés que tiene la determinación de la abundancia del mRNA de ambos IGFs en diversos
tejidos para verificar si las alteraciones encontradas tanto en el modelo de subnutrición
como en el modelo de diabetes tienen su origen, a su vez en alteraciones de la expresión
de los genes respectivos. Este estudio se está llevando a cabo en nuestro laboratorio en la
actualidad
4.3.1.2. Efectos de la subnutrición y la diabetes sobre las IGFBPs.
El resultado del análisis mediante “Western ligand blot” de las proteínas ligadoras de
RIF mostró el predominio en suero fetal de las formas de bajo peso molecular (en tomo
a 30 kDa) (Fig. 4.2.). Esta banda de 30 kDa está constituida por IGFBP-2, como muestra
el resultado del “Western immunob]ot” con antisuero anti-bIGFBP-2 (Fig. 3.14.). Nuestros
resultados coinciden con observaciones previas sobre el desarrollo ontogénico de las
IGFBPs del suero (Ver 1.2.3.2.): IGFBP-2 es la proteína ligadora más abundante en el
suero fetal, persiste con niveles elevados en etapa postanatal, y es apenas detectable en el
individuo adulto (Fig. 2.9.). Estos cambios en el suero son paralelos a los que se producen
en la abundancia de su mRNA en diversos tejidos (101). Ello sugiere que esta IGFBP
desempeña un importante papel en el desarrollo fetal y neonatal.
A diferencia de lo que sucede en el adulto y el neonato, en los cuales los niveles de
IGFBP-2 en suero aumentan en situaciones de restricción dietética (Figs. 3.2.5. y 3.2.6.),
a la par que la expresión de su gen en hígado (92, 102, 103), no hemos encontrado
cambios de este tipo en el suero fetal. Esta observación está de acuerdo con los resultados
de Untermain y cols. (244, 245) en un modelo de retardo de crecimiento intrauterino (en
rata) por ligadura de las arterias uterinas, en el que se emplean también “Western ligand
blot” y “Western immunoblot”. Straus y cols. (241) y Osborn y cols. (247) no encuentran
cambios en los niveles hepáticos de mRNA de IGFBP-2 en modelos de ayuno de 72 horas
al final de la gestación en rata y oveja respectivamente. Una posible explicación es que
este gen de esta IGFBP se expresa en feto a sus niveles más altos, a diferencia del adulto
(174), y por ello no puede ser inducido aún más por la restricción de nutrientes. Cabe
pensar también que las señales que intervienen en la regulación nutricional de la expresión
del gen de IGFBP-2 son distintas a las del adulto; sin embargo, los factores que regulan
la expresión del gen de IGFBP-2 en etapa fetal no han sido estudiados en profundidad.
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Figura 4.2. Análisis de las IGFBPs del suero de fetos y neonatos en los modelos de
subnutrición y diabetes estudiados en este trabajo. La subnutrición, tanto en etapafetal
como neonatal, comenzó el día 16 de gestación. La diabetes en etapafetal se provocó
por inyección de S7Z a la rata gestante el día 16, y en etapa neonatal por inyección
de 577 a las crías a los 4 días postparto. Esta gráfica recoge los datos de las tablas
3.4 y 3.8. • Sign¿tlcación estadística con respecto al grupo control. U Sign~cación
estadística con respecto al grupo de edad inmediatamente superior.
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En diversos modelos de retardo de crecimiento intrauterino se ha observado un
incremento en los niveles de JGFBP- 1 en suero (detectado mediante análisis simultáneo por
“Western ligand blot” y ‘Western immunoblot”) o de su mRNA en hígado. Estos modelos
incluyen la ligadura de la arteria uterina en rata (244, 245), el ayuno en rata (241) y oveja
(247) y la administración de dexametasona en rata (246). Un dato común a muchas de
estas situaciones es la hipoinsulinemia. La insulina es un importante regulador de esta
IGFBP en etapa postnatal (Ver 1.1.3.5.1.). Se ha observado también que la insulina, al
igual que la glucosa, provoca una disminución de la secreción de IGFBP- 1 por explantes
de hígado fetal humano (324). Sin embargo, otros factores podrían intervenir en la
regulación de la producción de esta proteína ligadora, tales como las hormonas
contrarreguladoras, la glucosa y otros nutrientes, e IGF-I, que se ha comprobado que están
alterados en algunos de estos modelos. En este sentido, Unterman y cols. (245) han
observado una buena correlación inversa entre los niveles de IGF-I y los de IGFBP-1 tras
corregir el efecto de la insulina.
Estos mecanismos reguladores podrían explicar la aparente ausencia de cambios en
IGFBP-l en nuestros modelos de subnutrición y diabetes en etapa fetal. La ausencia o
escasa cuantía de las alteraciones en la glucemia y la insulinemia fetales en nuestro modelo
de subnutrición (Tabla 3.2.) concuerdan bien con la ausencia de cambios en IGFBP-l,
aunque la escasez de datos en la literatura no permite formular conclusiones definitivas.
Así, Davenport y cols. (240), en su modelo en rata de ayuno de 72 horas al final de la
gestación, no encuentran diferencias significativas en la glucemia, pero no ofrecen datos
de la insulinemia fetal. Unterman y cols. (245), en un modelo en rata de ligadura de la
arteria uterina, encuentran la insulinemia reducida casi a la mitad, y en un trabajo previo
(325) encuentran reducida también la glucemia. En oveja Osborn y cols. (247) encuentran
hipoglucemia e hipoinsulinemia tras un ayuno de 72 horas. En todas estas situaciones se
ha descrito un incremento de IGFBP-l. Tras el ayuno de 72 horas, en el modelo en oveja
antes comentado, Osborn y cols. (247) han mostrado que la realimentación se sigue de la
recuperación de los niveles de IGFBP-l y su mRNA hepático en el feto, y la
hiperglucemia fetal (inducida por la infusión de una solución hipertónica de glucosa)
provoca un descenso del mRNA hepático por debajo de los niveles del feto normal, y se
acompaña de hiperinsulinemia. En nuestro modelo de diabetes la situación es de
hiperglucemia acompañada de hipoinsulinemia, y no hemos observado cambios aparentes
en la región de 30 kDa con respecto a los fetos control (Fig. 4.2.). Cabe la posibilidad de
que los efectos de la hiperglucemia y la hiperinsulinemia se contrarresten. En cualquier
caso, no podemos descartar un posible papel de IGF-I, ya que no conocemos la
concentración de este péptido en los fetos en ninguno de los dos modelos. No podemos
excluir con certeza, mediante el empleo de “Western ligand blot”, que se produzca algún
cambio de escasa cuantía en IGFBP-l, ya que IGFBP-1 y 2 migran muy próximas y el
predominio de una de ellas (IGFBP-2 en este caso) puede enmascarar la presencia de la
otra en la autorradiografía. No obstante, el hecho de que no hallemos alteraciones del peso
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corporal en etapa fetal en ninguno de los modelos habla en favor de la ausencia de cambios
en IGFBP- 1, ya que la concentración de esta IGFBP se ha encontrado inversamente
correlacionada con el peso fetal en la rata (245).
Se ha sugerido que los niveles incrementados de IGFBP-l en la circulación fetal
limitarían la disponibilidad y actividad biológica de los IGFs, provocando el retardo de
crecimiento intrauterino. Se ha descrito que esta IGFBP atraviesa la barrera vascular con
lOEs asociados (95), modulando así la distribución y efectos biológicos de los IGFs. Por
otra parte, el incremento en los niveles de IGFBP-l podría representar una respuesta
compensadora a la hipoglucemia fetal observada en algunos modelos. El incremento de
IGFBP- l,junto con el descenso de IGF-I e insulina iría dirigido a preservar la euglucemia
a expensas del crecimiento fetal. Se ha descrito también una correlación inversa entre los
niveles de IGFBP-l en la mujer gestante y el peso del recién nacido (en concreto, en casos
de preeclampsia y retardo del crecimiento intrauterino idiopático) (23). No existen datos
al respecto en la rata, pero, como se ha discutido antes (Ver 4.2.1.), sí se ha descrito un
incremento de la expresión de su mRNA en hígado de rata gestante. La IGFBP-1 es
secretada por la decidua probablemente por efecto de las concentraciones elevadas de
progesterona durante la gestación (81). El papel de esta IGFBP se cree que es restringir
la invasión del trofoblasto mediante la inactivación de la acción de IGF-I sobre la placenta
(23). Parece, por tanto, que IGFBP-l interviene en la regulación del crecimiento
intrauterino tanto del lado materno como del propio lado fetal.
En resumen, nuestros resultados confirman el papel de los nutrientes en la regulación
de los niveles circulantes de IGF-I1 en el feto al final de la gestación, como ya se había
sugerido en la literatura.
4.3.1.3. Efectos de la subnutrición y la diabetes sobre los receptores de IGFs.
Con la determinación del ligamiento especifico de IGF-I y II a preparaciones de
membrana plasmática de hígado, cerebro y placenta se pretendió estudiar el papel de
posibles alteraciones en los receptores que pudieran mediar los efectos de la subnutrición
y la diabetes en el desarrollo fetal. No existen trabajos en la literatura en los que se haya
abordado el estudio de los receptores en modelos de retardo del crecimiento intrauterino
y que nos permitan contrastar nuestros resultados. Es interesante notar que la ausencia de
cambios a 19 y 21 días en el ligamiento de IGFs en los dos modelos (Tabla 3.6.) se
correlaciona bien con la ausencia de alteraciones en el peso fetal en ambos estadios. Por
otro lado, se desprende de nuestros resultados que ni los niveles de IGF-II ni las
alteraciones de la insulinemia y la glucemia parecen inervenir en la regulación de estos
receptores en periodo fetal.
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4.3.2. Subnutrición y diabetes desde el día 14 de gestación.
Como señalábamos al principio de este apartado, con los modelos de subnutrición y
diabetes desde el día 14 de gestación se pretendió abordar el estudio del papel de los IGFs
y las IGFBPs en una etapa del desarrollo fetal en la cual la insulina actúa
fundamentalmente como agente anabólico y en la que el páncreas no depende de los
niveles de glucosa, sino más bien de los de aminoácidos, para la secreción de esta
hormona (315>.
Con estos modelos hemos observado, en primer lugar, la ausencia de efectos de ambas
situaciones sobre el peso fetal a 17 días (Tabla 3.2.), que puede deberse al escaso tiempo
transcurrido entre el inicio de los tratamientos y el sacrificio de los animales, a lo cual hay
que añadir que en esta etapa del desarrollo fetal los requerimientos de los fetos en su
conjunto son aún bajos, y las reservas de la madre son suficientes para hacer frente al
estado catabólico provocado por la subnutrición o la diabetes. Idéntica explicación
justificaría la ausencia de alteraciones en los niveles de IGF-Il en el feto en el modelo de
subnutrición que estamos comentando (Fig. 3.1 l.A).
En los fetos de madre diabética los niveles de IGF-II fueron significativamente más
bajos que los de los fetos control (Fig. 3.11 .B), hecho que contrasta con lo observado con
el modelo de diabetes desde el día 16. Se observó también una ligera reducción en la
intensidad de las distintas bandas de IGFBPs (Figs. 3.13. y 3.15.). Esto parece apuntar
a que la regulación de la secreción de IGF-II por la glucemia responde a mecanismos
distintos en etapas más precoces del desarrollo fetal, a semejanza de lo que sucede con la
secreción de insulina. Análogo comentario cabe hacer de la producción de IGFBPs,
especialmente IGFBP-2. Razones técnicas derivadas de la dificultad de obtener muestras
de sangre de fetos de tamaño tan reducido nos impiden, sin embargo, ampliar este estudio
a estadios anteriores al día 17.
4.4. Subnutrición y diabetes en etana neonatal
Como hemos comprobado en este trabajo, y como se había descrito previamente en la
literatura (Ver 1.3.), tanto la subnutrición como la diabetes provocan un descenso en los
niveles de IGF-I circulante y alteraciones en las distintas formas de IGFBPs. Como se
discutirá a continuación, ambas situaciones, caracterizadas por un balance de glucemia e
insulinemia distinto, presentan, sin embargo, algunos elementos en común. La etapa
neonatal es un periodo de transición entre el crecimiento independiente de GH
característico del feto y el crecimiento totalmente dependiente de OH del animal de más
edad (326). En la rata, tanto en la diabetes como en la subnutrición, se ha descrito un
descenso en los niveles de GR circulante y en el contenido de GH en la hipófisis (327,
328). En modelos de restricción proteica y de diabetes experimental se ha descrito también
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un estado de resistencia a GH debida probablemente a un defecto postreceptorial (216,
220, 221, 230). Aunque el papel de GR en la promoción del crecimiento inducido por
IGF-I se está empezando a esclarecer, los efectos del déficit nutricional y el papel de la
insulina, así como la regulación de las distintas IGFBPs y los receptores de IGE durante
el desarrollo postnatal no se conocen aún. No existe, hasta la fecha, ningún trabajo
comparativo, ni en neonato ni en adulto, que haga referencia al papel de los IGFs y sus
proteínas ligadoras en las alteraciones que caracterizan a la subnutrición y a la diabetes.
A ello se dirigen las aportaciones que pretendemos ofrecer con este trabajo.
4.4.1. Patrón ontogénico de los IGFs y las IGFBPs en la rata neonatal control.
Durante el periodo de desarrollo estudiado se produjo en las ratas control alimentadas
cid libitum un incremento progresivo del peso corporal (Fig. 3.16.) acompañado también
de un incremento en los niveles circulantes de IGF-I y de un descenso en los de IGF-II
(Fig. 4.2.). La correlación entre el peso y los niveles de ambos IGEs fue alta, de signo
positivo para IGF-I y negativo para IGF-II. Este patrón ontogénico ya había sido descrito
previamente. Sara y cols. (149) habían comprobado que los niveles de somatomedina A
(que hoy sabemos que constituye en su mayor parte IGF-I) determinada mediante RíA son
bajos en el feto, incrementándose en periodo posnatal. Por otro lado, Moses y cols. (150)
habían hallado, mediante RíA, que las concentraciones de MSA (equivalente a rIGF-II)
en el suero de fetos de rata en etapas avanzadas de la gestación era 20 a 100 veces
superior a las de la madre; durante las 3 primeras semanas de vida postnatal se producíA
un progresivo descenso en su concentración hasta hacerse prácticamente indetectable.
Daughaday y cols. (151) confirmaron este hecho mediante un RRA específico para IGF-II,
y además comprobaron que las concentraciones de IGF-I (determinadas por RíA) en suero
de rata en etapa fetal y neonatal eran consuierablemente inferiores a las de la madre hasta
el final de la lactancia, momento en el que se producía un incremento progresivo. La
disponibilidad en los últimos años de IGFs recombinantes ha permitido el desarrollo de
RIAs específicos mediante los cuales se han confirmado los datos anteriormente señalados
(105). Así pues, en torno al destete se sitúa en la rata el momento en que tiene lugar el
cambio del predominio de IGF-II a IGF-I, momento que coincide aproximadamente con
la entrada en funcionamiento de la regulación del crecimiento y la producción de IGF-I a
través de GR (14). En cuanto a IGE-Il, se ha propuesto que la disminución de sus niveles
circulantes después del nacimiento se debe a la estimulación de la maduración hepática por
el aumento posnatal de los glucocorticoides plasmáticos (36).
Cambios similares a los observadosen los niveles de IGFs circulantes se han descrito
también en la expresión de los genes cotrrespondientes en diversos tejidos. Los niveles más
altos de mRNA de IGF-II se dan en los tejidos fetales y neonatales, y descienden
notablemente conforme avanza el desarrollo postnatal (9). Hacia la tercera semana de vida
postnatal está muy disminuido, y es prácticamente indetectable en la mayoría de los tejidos
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del adulto, con la excepción de cerebro y médula espinal. Por el contrario, la expresión
del gen de IGF-I en hígado, principal fuente de este péptido, es baja en etapa fetal y
neonatal, y se incrementa con la edad postnatal (9).
También las IGFBPs muestran cambios característicos en etapa postnatal. A 8 y 14 días
las formas predominantes son las de bajo peso molecular, sobre todo la banda de 30 kDa
(Fig. 4.2.), que constituye un 74,7% de la IGFBP total a 8 días y un 68,7% a 14 días.
Esta banda está constituida en su mayor parte por IGFBP-2, tal como muestra el análisis
de “Western immunoblot” (Fig. 3.19.). Tanto el “ligand blot” como el
immunoblot”mostraron un claro descenso en la cantidad relativa de esta banda a lo largo
de la etapa lactante (Figs. 4.2., 3.19 y 3.20. y Tabla 3.8.), concomitantemente con un
incremento en la importancia relativa de las bandas de 40-50 kDa (IGFBP-3). Esta última
forma pasa de constituir un 2,5% de la IGFBP total a 8 días a constituir un 44,0% a 22
días, proporción similar a la de la banda (o bandas) de 30 kDa a la misma edad. Así pues,
en la rata la transición entre el patrón de bandas (obtenido mediante “Western ligand bloC’)
del neonato y del adulto tiene lugar hacia el inicio de la tercera semana de vida postnatal,
y se caracteriza por el paso del predominio de las formas de bajo peso molecular (sobre
todo IGFBP-2) en neonato al predominio de las formas de 40-50 kDa (IGFBP-3) en el
adulto. Estos cambios suceden a la vez que los descritos para IGF-I y II en la circulación.
Todo ello sugiere que el patrón ontogénico de IGFs e IGFBPs está regido por una serie
de cambios perfectamente programados.
White y cols. (128) habían descrito el predominio en feto de rata de 19 días de una
forma de IGFBP de bajo peso molecular; en adulto, en cambio, predomina una forma de
alto peso molecular, produciéndose la transición durante la Y’ semana de vida postnatal.
Romanus y cols. (169) demostraron posteriormente que en suero de rata neonatal
predomina una forma de IGFBP inmunológicamente idéntica a la de una línea de
hepatocitos (células BRL-3A) (correspondiente a rIGFBP-2 según la nomenclatura actual).
Los niveles de esta proteína son bajos en cambio en el adulto (169-171).
Donovan y cols. (105) han caracterizado las IGFBPs del suero de rata en etapa neonatal
mediante el empleo de “Western ligand blot” e inmunoprecipitación. Nuestros resultados
concuerdan esencialmente con lo descrito por estos autores, que encuentran, en el “ligand
blot” (los resultados de la incubación con ‘251-IGF-I y ‘251-IGF-II fueron muy similares) un
predominio de una forma de 28 kDa (que se identifica como IGFBP-2 y corresponde por
tanto a nuestra banda de 30 kDa) hasta el día 21. También detectan una IGFBP de 22 kDa
(correspondiente a nuestra banda de 24 kDa), pero no detectan IGFBP-3 hasta el día 19
(nosotros lo detectamos ya a 8 días), y describen además una banda de 26 kDa (sobre todo
al incubar con 1251-IGF-I), poco intensa, que quizá corresponda a la observada por nosotros
a 28 kDa en la figura 3.19. Las diferencias encontradas por nosotros con respecto a este
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trabajo son probablemente de origen metodológico, debidas quizá al tiempo de exposición
de las autorradiografías.
En un trabajo reciente Babajko y cols. (174) han estudiado el patrón ontogénico de
IGFBP-1 y 2 y sus mRNAs en la rata en etapa fetal y postnatal. Tanto el mRNA hepático
como los niveles en suero (determinados mediante “Westem ligand blot” y “Western
immunoblot”) de ambas están elevados en el momento del nacimiento, y experimentan un
progresivo descenso postnatalmente. En el adulto IGFBP-1 es prácticamente indetectable
en el suero, mientras que los niveles de IGFBP-2 son muy bajos. Estos resultados son
coincidentes con otros previos en rata (92, 101, 176) y humano (173).
No se conocen aún los mecanismos responsables de esta serie de cambios en el patrón
de IGFBPs. El incremento de la capacidad de respuesta de la rata neonatal a la acción de
GH, que, como se ha comentado antes, se cree responsable del incremento de los niveles
de IGF-I que sucede en esta etapa, podría intervenir también en el incremento de los
niveles de IGFBP-3. No obstante, Albiston y Herington (75) no observan alteraciones
importantes en el mRNA de IGFBP-3 en hígado y riñón entre la Y’ y la 4~ semana
postnatal (y posteriormente), a diferencia de lo que sucede en el mRNA de IGF-I, que
aumenta paralelamente a sus niveles circulantes. Los cambios observados en los niveles
circulantes de IGFBP-3 no se corresponden, por tanto, con los niveles de mRNA hepático,
lo que sugiere que la regulación de esta IGFBP tiene lugar a nivel postranscrípcional. En
esta línea, Domené y cols. (329) han descrito que el mRNA de IGFBP-3 es menos sensible
a GH que el de IGF-I en rata joven.
Todos estos cambios pudieran guardar alguna relación con el proceso de diferenciación
que acompaña a la transformación del hígado fetal en adulto, y que supondría una serie
de procesos de inducción y represión de genes. La insulina tiene un efecto claro en la
regulación de IGFBP-1, y también parece intervenir en la de IGFBP-2 (Ver 1.1.3.5.1. y
1.1.3.5.2.). Es posible que esta hormona intervenga en la regulación de la expresión de
los genes de ambas postnatalmente. De hecho, nuestros resultados muestran una buena
correlación negativa (r = -0,88) entre los niveles de insulina y los de la IGFBP de 30 kDa
(constituida por una mezcla de IGFBP-l y 2, pero sobre todo esta última) en los neonatos
control (Tabla 3.10.).
4.4.2. Efectos de la subnutrición y la diabetes sobre IGF-I y II en periodo neonatal.
Tanto las ratas subnutridas como las diabéticas en etapa neonatal presentaron un peso
corporal inferior al de sus controles, diferencia que fue más destacada con la subnutrición
(Fig. 3.16.). En ambas situaciones los niveles de IGF-I en suero eran inferiores a los de
los animales control en los tres estadios estudiados (8, 14 y 22 días), en mayor cuantía en
los subnutridos (70-90%) que en los diabéticos (40-60%) (Figura 4.1.).
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En la diabetes inducida por STZ en la rata se había descrito también una detención del
crecimiento junto con niveles bajos de IGF-I en la circulación (231, 330, 331) y de su
mRNA en hígado y otros tejidos (33, 39, 99, 216), así como de su producción hepática
(250). Un trabajo reciente (332) indica que en la rata diabética por STZ la regulación del
gen de IGF-I tiene lugar a nivel transcripcional.
El descenso en los niveles de IGF-I que encontramos con nuestro modelo de
subnutrición se ha comprobado en diversos modelos de restricción alimentaria,
especialmente en modelos de ayuno y de restricción proteica, en etapa posterior al destete.
La rata sometida a ayuno expenmenta una marcada reducción en los niveles séricos de
IGF-I (37) que se acompaña a su vez de un descenso en los niveles de su mRNA en hígado
(212) y otros órganos (213), y de la tasa de transcripción del gen de IGF-I (214), lo que
parece indicar que el mecanismo de la reducción de los niveles de péptido es
transcripcional. Las ratas sometidas a restricción proteica muestran también, además de
un retardo del crecimiento, una reducción en los niveles séricos de IGF-I (38), junto con
un descenso en la cantidad de su mRNA en hígado (102, 215, 216) y en músculo
esquelético (217). Esto sugiere que, análogamente a como sucede en el ayuno, las
alteraciones tienen lugar a nivel pretraduccional, bien en la transcripción, bien en la
estabilidad del mRNA, aunque algunos datos apuntan también una alteración a nivel
traduccional (218). No sólo las cantidades de proteína aportadas en la dieta, sino también
la calidad nutricional de estas repercute sobre los niveles circulantes y la abundancia del
mRNA (en concreto de determinadas especies) de JGF-I (333, 334). Además de estar
disminuida la producción de IGF-I se ha comprobado que existe un aclaramiento más
rápido de IGF-I del suero (219). En un modelo similar al nuestro, consistente en una
reducción del 50% del aporte de alimento a la madre lactante desde el día del parto,
Donovan y cols. (229) encuentran una reducción en los niveles de IGF-I desde el día 12
de vida, pero no determinan los niveles de su mRNA en tejidos. En nuestro laboratorio
se está llevando a cabo en la actualidad la determinación de la expresión del gen de IGF-I
para averiguar si las alteraciones encontradas en los modelos estudiados por nosotros se
corresponden también con un descenso en los niveles de mRNA.
Resultados previos en nuestro modelo de subnutrición han mostrado un descenso en los
niveles circulantes y en el contenido hipofisario de GH (258). Harel y Tannenbaum (327)
han descrito una reducción en la amplitud de los pulsos de secreción de GH, así como en
el contenido hipofisario de GH en un modelo de restricción proteica en la rata. En esta
misma especie la diabetes mellitus, tanto espontánea (rata BB(W) como provocada por la
administración de STZ, se acompaña de hiposecreción de GH, con pérdida de los pulsos
de secreción (335) y descenso en la síntesis y contenido hipofisario de esta hormona (336,
328). Tanto en la subnutrición como en la diabetes por STZ estas alteraciones parecen
tener su origen, a su vez, en un trastorno del equilibrio entre las hormonas hipotalámicas
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inhibidoras y estimuladoras de la síntesis y liberación de GH (327, 328), aunque los
mecanismos a través de los cuales se produce este trastorno son desconocidos.
Estas alteraciones descritas en la secreción de GR podrían ser la causa, o una de las
causas, de los bajos niveles de IGF-I que caracterizan a la subnutrición y a la diabetes por
STZ en la rata. Sin embargo, la situación descrita en el humano es bien distinta. En
pacientes con diabetes mellitus tipo 1 no controlada los niveles de CH en plasma están
elevados, y se acompañan de un aumento de la secreción episódica y relacionada con el
sueño, así como de respuestas exageradas a diversos estímulos (252). En niños malnutridos
y en pacientes con anorexia nervosa se han encontrado niveles elevados de GR (210).
Tanto en la diabetes como en la subnutrición en humano los niveles de IGF-I son bajos
(32, 210, 249), lo que sugiere que en ambas situaciones se produce una resistencia a la
acción de GR.
Esta resistencia a la acción de GR se ha comprobado también en modelos
experimentales de restricción alimentaria y de diabetes en rata. En el ayuno la resistencia
a GR parece estar ocasionada por un descenso del número de receptores de GR (37) y de
la abundancia del mRNA de este receptor (214). En la restricción proteica la unión de GR
a su receptor está sólo ligeramente reducida (38) pero la respuesta de IGF-I sérico al
tratamiento con GH está notablemente disminuida, ya que se requieren dosis
farmacológicas de esta hormona para recuperar los niveles normales de mRNA hepático
de IGF-I (218); parece, por tanto, que el mecanismo de la resistencia a GR es
postreceptorial, y no se debe a una reducción del número de receptores (220, 221). En la
rata diabética la GR no induce la expresión del gen de IGF-I ni restablece el crecimiento
(33, 251), pero no está claro el mecanismo que media esta resistencia, ya que se han
descrito tanto un descenso del número de receptores hepáticos (231) como un defecto
postreceptorial (216, 230). Por consiguiente, parece que en el descenso de los niveles de
IGF-I en la rata, subnutrida o diabética, concunen tanto una menor secreción de GR como
una resistencia de los tejidos periféricos (principalmente el hígado) a su acción. Los
mecanismos exactos que median ambos fenómenos no han sido aclarados todavía.
Olchovsky y cols. (337) han encontrado un incremento en el contenido de IGF-I
hipofisario (sin cambios en la expresión del gen) en ratas diabéticas por STZ, que revirtió
tras el tratamiento con insulina, y que, por mecanismos auto o paracrinos, ejercería un
efecto de retroalimentación negativa sobre la secreción de GR (338). Por el
contrario, tras un ayuno de 72 horas, estos mismos autores (232) encuentran un incremento
en el contenido de IGF-I hipofisario (sin cambios tampoco en la expresión del gen). Estos
datos ponen de manifiesto la complejidad de la regulación del eje GH-IGF-I y las
importantes lagunas de conocimiento que existen al respecto.
Dado que, como se acaba de comentar, en ambos modelos, subnutrición y diabetes, se
produce un descenso en los niveles de CH, esta situación nos parece idónea para
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profundizar en el estudio del papel de la insulina en la secreción. Como hemos visto
podido comprobar, en ambos modelos los niveles de insulina en el suero son bajos con
respecto a los que presentan las ratas control (Tabla 3.7.). Esta hipoinsulinemia pudiera
estar también relacionada con la baja concentración de IGF-I en el suero. Se ha descrito
que la insulina tiene un efecto directo sobre la liberación de KIF-1 por el hígado en
experimentos in vitro (28-30). En este sentido nosotros hemos encontrado una correlación
positiva entre los niveles de IGF-I e insulina en distintos experimentos, tanto en diabetes
como en subnutrición, y a distintas edades cuando se comparan poblaciones con marcadas
diferencias en ambos parámetros (tablas 3.13., 3.14., 3.19. y 3.20.). Sin embargo, el
efecto de la insulina parece estar mediado por o requerir la presencia de algún otro factor,
probablemente relacionado con el estado nutricional, como sugiere un trabajo de Scott y
Baxter (250). Estos autores han observado un descenso en la producción de IGF-I por
hepatocitos de rata diabética, que mejoró tras el tratamiento del animal con insulina
durante 4 días. Sin embargo, el tratamiento de estos hepatocitos con insulina no aumentó
la liberación de IGF-I (a diferencia de lo que se observó en hepatocitos de rata no
diabética) aun en presencia de GR.
Por lo que respecta a IGF-II, sólo con el modelo de diabetes por SIZ hemos
encontrado alteraciones en los niveles de este péptido en suero, que fueron más bajos que
los encontrados en los animales control a 8 y 14 días (Fig. 4.1.). Existen muy pocas
referencias en la literatura acerca de la regulación de IGF-II en situaciones como la
diabetes o la subnutrición. Hall y cols. (339) encuentran niveles elevados en adolescentes
diabéticos, mientras que Merimée y cols. (340, 341) no encuentran cambios en pacientes
con diabetes mellitus. Sin embargo, la situación del humano es difícilmente extrapolable
a la de la rata, sobre todo lactante, ya que mientras en humano los niveles de JGF-II se
mantienen relativamente altos durante toda la vida, en la rata decrecen tras el nacimiento
hasta hacerse prácticamente indetectables en el adulto, como se comentó en el epígrafe
anterior.
IGF-II se considera, por lo general, mucho menos sensible que IGF-I a las alteraciones
del estado nutricional. Davenport y cols. (211) no encuentran cambios en la concentración
de IGF-II circulante tras un ayuno de corta duración en la rata. Leaman y cols. (342) no
encuentran alteraciones en la abundancia del mRNA de IGF-II en varios tejidos tras tres
días de ayuno en el cerdo. Por el contrario, en la rata neonatal Phillips y cols. (224) han
descrito un descenso en los niveles de IGF-II en suero, hígado y cerebro tras un ayuno de
24 horas; la concentración de JGF-II en suero se correlacionó linealmente con el aporte
calórico administrado intravenosamente. En este modelo, sin embargo, pueden intervenir
otros factores derivados del estrés operatorio o factores hormonales consecuentes a la
nutrición parenteral (el estudio se efectuó en animal cateterizado) que no han sido
evaluados en ese trabajo. Donovan y cols. (229), con el modelo antes comentado,
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encuentran niveles de IGF-II en neonatos subnutridos inferiores a los de los controles, pero
los cambios son inconsistentes, y el descenso es claro sólo a 15 y 19 días,
Los resultados obtenidos por nosotros en los niveles de IGF-1l no parecen conferir a
este péptido un papel relevante en las alteraciones del crecimiento que se observan en la
subnutrición y la diabetes. La regulación de los niveles de IGF-II en etapa postnatal no se
conoce todavía, y son muchas las cuestiones pendientes. La insulinemia no parece estar
relacionada de manera clara, ya que a 8 y 14 días la hipoinsulinemia de los neonatos
subnutridos es más intensa que la de los controles, sin que en ellos se produzcan
alteraciones significativas en los niveles de RIF-II, por lo que cabría pensar que la
hiperglucemia de los animales diabéticos esté desempeñando algún papel en esta
regulación.
4.4.3. Efectos de la subnutrición y la diabetes sobre las IGFBPs en periodo neonatal.
El efecto de las situaciones de subnutrición y diabetes sobre las diversas formas de
IGFBPs fue distinto según el modelo y la edad de la rata. Junto a alteraciones en la
intensidad de las distintas bandas resultantes del análisis mediante “Western ligand bloC’
(Fig. 4.2.), hay una alteración del patrón ontogénico característico de la rata control. Los
cambios observados en el modelo de subnutrición se han comentado en parte en el epígrafe
4. 1. de esta discusión, ya que el modelo utilizado en ese estudio fue el mismo. Aquí
discutiremos con más detalle estas alteraciones relacionándolas con las que hemos
observado en el modelo de diabetes experimental.
Los cambios más llamativos se producen en la banda de 30 kDa, que es la más
abundante en periodo neonatal. La intensidad de esta banda se encuentra notablemente
incrementada, en cuantía variable, en ambos modelos en los tres estadios estudiados, tanto
en valor absoluto (Fig. 3.20.) como relativo (Tabla 3.8. y Fig. 4.2.). Sin embargo, como
muestra el análisis mediante “Western immunoblot” (Fig. 3.19.), el origen de este
incremento es diferente en la subnutrición y en la diabetes. En la subnutrición se debe, al
menos en su mayor parte, a un aumento en la concentración de IGFBP-2 en la circulación,
que es más patente a 14 y 22 días. En la diabetes la concentración de esta IGFBP o no está
alterada (8 días) o está incluso disminuida (22 días). El incremento observado a 30 kDa
en los animales diabéticos se debe a otra forma de IGFBP, probablemente IGFBP-l.
Estos resultados concuerdan bien con los encontrados en la literatura en modelos
similares a los estudiados por nosotros. En la rata adulta, tanto en el ayuno (92, 101) como
en la restricción proteica y energética (102) se han descrito niveles elevados de mRNA de
IGFBP-2 en hígado. Philipps y cols. (224) han descrito un aumento en suero de las
IGFBPs de bajo peso molecular tras un ayuno de 24 horas en ratas de 10 días. Donovan
y cols. (229), en el modelo de subnutrición en etapa neonatal antes comentado, han
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encontrado también un incremento de hasta 2 veces en la IGFBP-2 en suero (determinado
por ‘Western ligand bloC’), así como un aumento de los niveles de su mRNA en hígado.
Estos mismos autores también encuentran un incremento en los niveles hepáticos del
mRNA de IGFBP- 1 a partir del día 15 (edad a la que está prácticamente ausente en los
controles). Un aumento en la expresión del gen de IGFBP- 1 se ha descrito también en
situaciones de ayuno y restricción proteica (90, 92). No se poseen datos, sin embargo,
sobre la concentración de IGFBP-l circulante en rata en estas situaciones; en humano, en
cambio, se ha descrito un aumento de la concentración en plasma de IGFBP-l
inmunorreactiva tras ayuno breve y en pacientes con anorexia nervosa (84, 343), y en
cerdo recién nacido se ha descrito un incremento de esta IGFBP en suero tras un ayuno
de 48 horas (344).
En modelos de diabetes por SIZ en rata adulta se ha demostrado un incremento en los
niveles circulantes (91) y en el mRNA hepático (332) y renal (345) de IGFBP-l, así como
un incremento en el mRNA hepático de IGFBP-2 (92, 99). En adultos, aunque no en
neonatos, hemos encontrado niveles más elevados de 1GFBP-2, con respecto a la rata
control, a los 7 días de la administración de STZ (Fig. 3.30.). Sin embargo, Unterman y
cols. (91) no encuentran cambios en rata adulta, si bien es cierto que el estudio de estos
autores está efectuado a los tres días de la inyección de STZ.
Estos resultados, y otros que se han resumido en la introducción (Ver 1.1.3.5.1. y
1.1 .3.5.2.), parecen indicar que tanto el estado nutricional como el hormonal
(fundamentalmente la insulina) intervienen en la regulación de las IGFBPs de 30 kDa, bien
IGFBP-l, bien IGFBP-2, aunque la influencia de ambos es distinta. Como hemos visto
(Fig. 3.19.), en la subnutrrición el efecto más claro se produce sobre IGFBP-2, mientras
que en la diabetes por STZ es sobre IGFBP- 1.
Los niveles de IGFBP-3 (bandas de 40-50 kDa) fueron inferiores a los controles en los
animales subnutridos a 14 y a 22 días. La situación es análoga a la que sucede en el animal
adulto tras restricción alimentaria de distinto tipo, tanto ayuno como restricción proteica
(107) o proteico-energética (nuestro resultado, Fig. 3.26.). Donovan y cols. (229), sin
embargo, no detectan IGFBP-3 en el suero de ratas neonatales en su estudio, que se
prolonga hasta el día 19, probablemente por razones de tipo metodológico, aunque sí
observan que a 19 días no se produce, en las ratas subnutridas, el incremento en los
niveles hepáticos del mRNA de IGFBP-3 característico de los controles. La explicación
del descenso en los niveles de IGFBP-3 en la rata subnutrida quizá haya que buscarla en
el descenso en los niveles de IGF-I. En la rata diabética el descenso en los niveles de IGF-
1 no pareció lo suficientemente intenso como para provocar a su vez un descenso en los
niveles de IGFBP-3 circulante (Fig. 4.2.). Hay que hacer, no obstante, la observación de
que, a pesar de la sensibilidad de Ja medición densitométrica, una baja relación
señal/ruido, como sucede a 8 y 14 días en estas bandas, puede dar lugar a errores de
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cuantificación. En todo caso, los cambios más claros en esta IGFBP en diabetes por STZ
se observaron en los animales adultos (Fig 3.30.), con un descenso en sus niveles, como
ya había sido descrito tanto en rata (51) como en humano (104).
Finalmente, por lo que respecta a la banda de 24 kDa (probablemente JGFBP-4), las
alteraciones obtenidas por nosotros en el “Western ligand blot” no muestran cambios
consistentes a la hora de analizar los tres estadios estudiados, ya que encontramos, en
comparación con los controles (en tanto por ciento con respecto al total de IGFBP), niveles
más bajos a 8 y 14 días en los neonatos subnutridos y diabéticos, mientras que a 22 días
no hay diferencias entre las poblaciones (Fig. 4.2.). Por comparación con los resultados
obtenidos en los experimentos de realimentación y tratamiento con insulina cabría concluir
que la subnutrición se acompaña de un descenso en la intensidad de esta banda (Fig.
3.27.), mientras que en la diabetes no se producen cambios (Fig. 3.31 .), lo que apunta a
una regulación por el estado nutricional. Los conocimientos que se poseen sobre esta
IGFBP son escasos; se desconoce el patrón ontogénico en suero y tejidos, y los factores
que intervienen en su producción, por lo que serán necesarios más estudios para averiguar
el papel de los nutrientes en su regulación.
4.4.4. Efectos de la subnutrición y la diabetes sobre los receptores de IGF en periodo
neonatal.
A fin de investigar la participación de los receptores de IGE (bien por cambios en su
capacidad de ligamiento, bien por cambios en su afinidad por el ligando) en las
alteraciones observadas en los modelos de subnutrición y diabetes estudiados en este
trabajo, procedimos al estudio del ligamiento específico de IGF-I y II a preparaciones de
membranas de hígado y cerebro.
En las tres poblaciones estudiadas por nosotros (Tabla 3.9.) el ligamiento específico
de IGF-I a membranas de cerebro, y sobre todo hígado, en etapa postnatal fue muy bajo;
en este último el ligamiento a 14 y 22 días no difirió del ligamiento inespecífico. El
ligamiento de IGF-JI en hígado y cerebro fue inferior al observado en etapa fetal, y en
hígado descendió progresivamente a lo largo del periodo neonatal. Este patrón
ontogénico ya había sido descrito previamente en la rata. Tanto la expresión del receptor
tipo 1(180), como la del receptor tipo 11(191) son máximas en los tejidos en etapa fetal,
y descienden postnatalmente hasta los niveles del adulto.
El papel de los receptores de los IGEs en la regulación de las acciones de estos
péptidos en situaciones como la subnutrición o la diabetes ha sido muy poco estudiado.
Algunos trabajos (213, 232) han descrito, en rata ayunada, un incremento del ligamiento
específico de IGF a diversos órganos (pulmón, testículo, estómago, riñón, corazón,
hipófisis) que tienen su origen en un aumento de la concentración de receptores y de la
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expresión de su gen. En un modelo de restricción proteica se ha descrito también un
incremento en el ligamiento de IGF-I a membranas de músculo esquelético (233).
Hochberg y cols. (346) han observado un aumento en el ligamiento específico de IGF-I
a membranas de eritrocitos en pacientes con anorexia nervosa, aparentemente debido a un
aumento en la constante de alta afinidad de este receptor.
En el modelo de diabetes por STZ Werner y cols. (235) han hallado un aumento en el
ligamiento especifico de IGF-J y en la expresión del gen del receptor tipo 1. En ambas
situaciones, subnutrición y diabetes, este incremento del ligamiento de IGF-I se ha
interpretado como un fenómeno de “up-regulation” secundario a los bajos niveles de IGF-I
circulantes o tisulares, sin olvidar tampoco que la hipopinsulinemia que caracteriza a
ambas situaciones puede desempeñar algún papel en este fenómeno (234).
Una explicación posible de la ausencia de cambios en el receptor tipo 1 en cerebro
puede residir en la propia complejidad de este órgano, en el que quizá seña más
conveniente efectuar un estudio por regiones. Olchovsky ycols. (232), por ejemplo, no
encuentran alterada ni la capacida de unión ni el mRNA en hipotálamo tras un ayuno de
72 horas en rata. En cambio, Bohanon y cols. (347) describen un aumento del número de
receptores tipo 1 en la eminencia media tras 14 días de restricción alimentaria. No
obstante, la disparidad de resultados podría muy bien deberse a diferencias entre los
distintos modelos de subnutrición. Sería conveniente, en un futuro, estudiar el estado de
los receptores en órganos como riñón o músculo en ambos modelos.
Más escasos son aún los trabajos sobre el receptor tipo II en situaciones de subnutrición
o diabetes. En nuestro trabajo hemos encontrado un descenso del ligamiento específico de
IGF-II a membranas de hígado de ratas subnutridas de 8, 14 y 22 días, y un aumento en
ratas diabéticas de 8 y 14 días. Estas alteraciones parecen debidas a cambios en la
capacidad de ligamiento más que a alteraciones de la afinidad del receptor, ya que el
analisis de Scatchard no mostró cambios significativos entre las K~ de las distintas
preparaciones. Por el contrario, no hemos observado alteraciones en el ligamiento de
IGF-II a preparaciones de membranas de cerebro. En este caso la explicación podría ser
la misma que la que anotamos para el receptor tipo 1: la distribución regional del receptor
tipo II en el cerebro. No existe, que sepamos, ningún trabajo en el que se haya abordado
el estudio de este receptor en modelos de subnutrición.
La única referencia al estado del receptor tipo II en un modelo de diabetes por STZ en
rata procede del trabajo de Werner y cols. (255). Estos autores encuentran un incremento
de la expresión y el ligamiento del receptor tipo II en riñón, resultado que está en la línea
del encontrado por nosotros en hígado.
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Nuestros resultados sugieren una distinta regulación de este receptor en hígado en
situaciones de subnutrición y diabetes, aunque no están claros los mecanismos subyacentes.
El receptor tipo II no se regula por ligando (9). La insulina, en cambio, se ha descrito que
provoca un aumento del número de receptores en la membrana de adipocitos y células de
hepatoma H-35 (123), por lo que el fenómeno contrario (la hipoinsulinemia) podría
explicar los cambios observados en la subnutrición, pero no en la diabetes. En esta última
podría desempeñar algún papel el estado metabólico (hiperglucemia). Hay que hacer la
observación, no obstante, de que estos experimentos sobre el papel de la insulina en la
regulación del receptor tipo II se han efectuado in vitro, por lo que la situacón no se
corresponde totalmente con la que tiene lugar in vivo, donde intervienen otros muchos
factores.
No está tampoco claro el papel fisiológico de estos cambios, quizá orientados a un
distinto efecto en los procesos de remodelación de tejidos en el contexto del estado
catabólico que caracteriza a la subnutrición y a la diabetes por STZ.
4.4.5. Interrelaciones entre IGF-I, IGFBP-30 kDa y crecimiento. Papel de la
insulinemia y la glucemia.
Aunque en ambos modelos se produce una reducción del peso corporal y los niveles
de IGF-I, la distinta situación endocrino-metabólica podría explicar a su vez la distinta
regulación de las IGFBPs y, por consiguiente, la distinta modulación por éstas de los
efectos de los IGFs sobre el crecimiento. En las tres poblaciones de ratas estudiadas el
peso se correlaciona con los niveles de IGF-I (Tabla 3.10.). Esta correlación es
especialmente buena en las poblaciones control y subnutrida, en las cuales además hay
buena correlación entre el peso corporal y la insulinemia. Ello sugiere que la alteración
del crecimiento que se produce en los animales diabéticos está mediada por un mecanismo
distinto del que opera en los subnutridos. En las tres poblaciones el peso corporal se
correlaciona inversamente con los niveles de la banda de IGFBP de 30 kDa, con r entre -
0,84 y -0,89. Sin embargo, mientras que en los animales subnutridos y controles la
intensidad de esta banda se correlaciona inversamente con la insulinemia, en los diabéticos
se correlaciona inversamente con la glucemia. Todo ello parece indicar que la naturaleza
de la IGFBP de 30 kDa que provoca la elevación en la intensidad de esta banda es distinta
en los animales subnutridos que en los diabéticos, resultado que está de acuerdo con lo
observado en el análisis mediante “Westem immunoblot” (Fig. 3.19.).
La situación de hiperglucemia en los animales diabéticos parece prevenir el descenso
en los niveles de IGF-I, pero impide su acción sobre el crecimiento, lo cual explicaría la
peor correlación entre el peso corporal y los niveles de IGF-I sérico en estos animales.
Phillips y cols. (348) habían descrito la presencia, en suero de ratas diabéticas por STZ,
de un inhibidor de la actividad somatomedina (determinada por bioensayo), con un peso
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molecular de aproximadamente 30 kDa, y cuyos niveles se correlacionaban con los niveles
de glucemia y con la pérdida de peso que se producía en los animales. Una correlación
positiva muy buena entre la glucemia y los niveles de la IGFBP de 30 kDa se observó en
neonatos de 21 días (se obvia, por tanto, el efecto de la edad en los niveles de esta IGFBP)
controles, diabéticos y tratados con insulina, en un rango amplio de glucemias (Tabla
3.19.). Por otro lado, Taylor y cols. (254) han propuesto que la BP-28 (que corresponde
a IGFBP-l en la nomenclatura actual) es, al menos, uno de los inhibidores observados en
el suero de pacientes diabéticos. Los primeros estudios flevados a cabo en niños
malnutridos describían la presencia de inhibidores de IGF en el suero (210). Como en el
caso de la diabetes, estos inhibidores representan probablemente JGFBPs; en concreto, en
el caso de la malnutrición, IGFBP-2 que, como ya se ha comentado, se encuentra elevada
en situaciones de restricción alimentaria, y en el caso de la diabetes con toda probabilidad
IGFBP- 1.
Parece claro, por tanto, que las IGFBPs de bajo peso molecular tienen un papel
relevante en el retardo de crecimiento que se produce en las situaciones de diabetes y
subnutrición en etapa neonatal. Como ya se adelantó en la Introducción (1.3.6.), el efecto
predominante de las IGFBPs in vitro es inhibidor de las acciones de IGF. La reducción en
los niveles de IGF-I, junto con un aumento en las IGFBPs de bajo peso molecular,
resultaría en la limitación del crecimiento, de manera que los nutrientes, por medio de su
papel regulador de la secreción de IGF-I y sus proteínas ligadoras, serían utilizados
preferentemente para el metabolismo energético.
En resumen, la etapa lactante, en la que se ha centrado esta parte de nuestro trabajo,
constituye un periodo de transición a los mecanismos reguladores del crecimiento propios
del adulto, con cambios característicos en los niveles de IGFs y en el patrón de formas de
IGFBPs. La subnutrición y la diabetes provocan, en periodo neonatal, un retardo del
crecimiento aparentemente por mecanismos similares (descenso de los niveles de IGF-I e
incremento de las IGFBPs de 30 kDa), si bien en ambas situaciones la regulación de las
distintas especies de IGFBPs se jerce de diferente manera.
4.5. Efectos de la realimentación y el tratamiento sust¡tutivo con insulina
Las diferencias encontradas en los niveles de IGF-I en ratas subnutridas y diabéticas
en periodo neonatal (con un descenso proporcionalmente mayor en la subnutrición que en
la diabetes) y, sobre todo, las correlaciones que se establecen entre el peso corporal, los
niveles de IGF-I circulante y los niveles de IGFBPs en suero (determinados mediante
“Western ligand blot”) discutidas en el apartado anterior sugieren que circunstancias
distintas intervienen en la regulación del retardo del crecimiento y de la elevación
concomitante de los niveles de la IGFBP de 30 kDa en ambas poblaciones. Como ya se
ha comentado en el apartado anterior, todo apunta a que estas circunstancias pueden ser
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la insulina y/o el estado nutricional. Tanto en el modelo de subnutrición como en el de
diabetes por STZ en etapa neonatal la insulinemia fue baja con respecto a la rata control,
pero la glucemia estaba reducida en los animales subnutridos y muy elevada en los
diabéticos (Tabla 3.7.).
Estas circunstancias, junto con los cambios tan marcados que se producen en el patrón
de bandas de IGFBPs y en los niveles de IGFs entre el periodo fetal y el adulto (Figuras
4.1., 4.2. y 3.4.) nos sugirieron la realización de experimentos de rehabilitación en ambos
modelos tanto en rata lactante como en rata adulta. Generalmente los experimentos de
realimentación o tratamiento sustitutivo con insulina descritos en la literatura se han
llevado a cabo, de manera muy limitada, como complemento de los estudios de restricción
alimentaria o diabetes. En modelos de restricción proteica o proteico-energética, por
ejemplo, la atención se ha centrado fundamentalmente en el estudio del efecto de diversos
aspectos cualitativos (tipo de proteínas suministradas) o cuantitativos sobre los niveles de
IGF-I (208). Por otra parte, varios trabajos en modelos de subnutrición o diabetes se han
dirigido a estudiar los efectos de la administración de IGF-l sobre aspectos como el
crecimiento y el balance de nitrógeno (226, 349).
En este trabajo los estudios de rehabilitación en rata subnutrida se realizaron
realimentando ratas subnutridas (desde el día 16 de gestación), tanto adultas como lactantes
(de 8 días) durante un periodo de 6 días. Paralelamente se trató con insulina durante un
periodo de 5 días, a ratas, tanto adultas como lactantes (de 14 días) a las que se había
provocado un cuadro de diabetes mellitus mediante la administración de STZ tres días
antes. Con estos experimentos se trataba de establecer la eficacia la insulina y los
nutrientes en la normalización del peso corporal y los niveles de IGF-l y sus proteínas
ligadoras, y comparar los efectos obtenidos en etapa lactante y adulta, etapas en las cuales
difieren tanto los requerimientos de nutrientes como la composición de la dieta que reciben
los animales. No conocemos ningún trabajo en el que se haya empleado este abordaje
experimental en el estudio de la interacción de la insulina y los nutrientes en la regulación
de los IGFs y sus proteínas ligadoras mediante la comparación de las dos situaciones,
subnutrición y diabetes, que estamos analizando.
En periodo neonatal tanto la realimentación de los animales subnutridos (Fig. 3.24.)
como la administración de insulina a los diabéticos (Fig. 3.28.) se acompailó de una
recuperación del peso corporal de las ratas control, pero sólo en las ratas tratadas con
insulina hubo una recuperación de los niveles de IGF-I en suero. En ambos casos los
niveles de insulina en las ratas realimentadas o tratadas fueron significativamente más altos
al final del experimento que los de las ratas control. Esta hiperinsulinemia en las ratas
realimentadas, junto con la mayor capacidad de recuperación de las tasa de crecimiento
característica de los periodos de inmadurez, podría explicar en parte la recuperación del
peso a pesar de no alcanzar valores de IGF-I similares a los de las ratas control. Por otro
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lado, la insulinemia proporcionalmente más alta (con respecto a los controles) en los
neonatos tratados con insulina que en los realimentados podría propiciar una mayor síntesis
y liberación de IGF-I que explicaría la recuperación de los niveles de este péptido debida
al tratamiento con insulina. Como hemos comprobado en los experimentos de
rehabilitación, la correlación entre los niveles de IGF-I e insulina fue buena en todos los
casos (Tablas 3.13, 3.14., 3.19. y 3.20.). En relación con esto, se ha comentado ya el
papel de la insulina en la síntesis y liberación de IGF-I (28-30).
La rata adulta realimentada contaba, al final del experimento, con niveles de insulina
comparables a los del animal control. Sin embargo, el periodo de realimentación no
pareció suficiente para recuperar el peso y los niveles de IGF-I que presentaba la rata
control (Fig. 3.24.). En la rata adulta diabética el tratamiento con insulina produjo unos
efectos similares a los observados en rata neonatal, con recuperación del peso y los niveles
de IGF-I en suero, e insulinemia más alta que la de las ratas control (Fig. 3.28.). Cabe
pensar que en este caso, análogamente a lo observado en neonatos rehabilitados, la
hiperinsulinemia de las ratas tratadas con esta hormona es responsable de la recuperación
de los niveles de IGF-I y del peso; en este último parámetro hay que contar también con
un posible mayor acúmulo de grasa propiciado por la insulina.
En modelos en rata de realimentación tras ayuno se han observado una recuperación
de los niveles de IGF-I (212) y regeneración en el mRNA de IGF-I (212, 214). El grado
de recuperación depende de la duración del ayuno y de la realimentación. Se ha observado
también una regeneración de los niveles de OH <90) y del niRNA del receptor de OH
(214). Donovan y cols. (219) han estudiado el efecto de la realimentación en ratas lactantes
entre los días 15 y 19 tras una restricción alimentaria de un 50% desde el nacimiento. Se
trata del único trabajo de estas características efectuado en periodo neonatal. Estos autores
observan una recuperación de los niveles de IGF-I (con respecto a la rata control), aunque
no del peso corporal. El dato más llamativo del análisis de las IGFBPs del suero mediante
“Western ligand blot” fue una recuperación de los niveles de IGFBP-2, que estaban
elevados en la rata subnutrida. Este resultado es concordante con el obtenido por nosotros
en la banda de 30 kDa (Fig. 3.27.). Las diferencias entre los resultados obtenidos por
estos autores y los obtenidos por nosotros estriban tal vez en el modelo de subnutrición,
aunque hay que considerar también que la realimentación comienza a edades distintas en
ambos.
Se ha observado también una ganancia de peso y una recuperación en los niveles de
IGF-I tras tratamiento con insulina en ratas diabéticas por STZ (350). Sin embargo, la
literatura ofrece una amplia variedad de modelos que tiene su origen en diferencias en la
duración e intensidad de la diabetes previa al tratamiento, la duración y dosis del mismo,
así como el tipo de insulina empleado; todo ello hace dificulta la comparación de nuestros
resultados con los ofrecidos por la literatura. En todo caso, se admite que el tratamiento
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con insulina, además de una ganancia de peso y un incremento de los niveles de 1GF-1
circulante (350), una recuperación de los niveles del mRNA hepático de IGF-I (99, 332)
y de los niveles de CH en suero e hipófisis (336).
Los cambios observados en las IGFBPs en los animales subnutridos y diabéticos de
estos experimentos ya han sido discutidos en el apartado anterior, en el que se hacia
referencia también a resultados obtenidos en la rata adulta. Creemos conveniente, sin
embargo, hacer una puntualización relativa a la interpretación del análisis de las IGFBPs
del suero mediante ‘Western liganó bloC’, especialmente en la rata adulta. Así, mientras
que en el suero de rata neonatal se observa un incremento en la intensidad de la banda de
30 kDa tanto en la subnutrición como en la diabetes, incremento debido, por otro lado,
al aumento de los niveles de distintas formas de IGFBPs en una u otra situación, como ya
se ha comentado (4.4.3.), en la rata adulta se observa, en el análisis mediante “Western
ligand bloC’, un descenso en la intensidad de las dos bandas que se detectan en la región
de 30 kDa (en concreto 28 y 30 kDa) (Figs. 3.27. y 3.31.). Este resultado contrasta con
el incremento que se aprecia, también en rata adulta, en IGFBP-2 detectada mediante
“Western immunoblot” (Figs 3.26. y 3.30.) en las situaciones de subnutrición y diabetes
por STZ, a lo que hay que añadir el incremento en la concentración de IGFBP-l que se
ha descrito en el suero de rata diabética (91) y que probablemente se produce también en
la rata subnutrida (90, 92, 344), cambios todos estos que no detectamos mediante “Western
ligand blot”. En este sentido Crawford y cols. (296), por ejemplo, observan cambios
similares a los obtenidos por nosotros en rata adulta ayunada durante 54 horas, empleando
también “Western ligand blot”. Todas estas observaciones explican también el que las
correlaciones entre la intensidad de la banda o bandas de 30 kDa y diversos parámetros
(como peso corporal, glucemia, insulinemia) sea de signo distinto en neonatos y adultos,
tanto en el modelo de realimentación (Tablas 3.13. y 3.14.) como en el de tratamiento
sustitutivo con insulina (Tablas 3.19. y 3.20.).
Como se señaló al principio de esta Discusión (4.1.), las bandas que se observan en
torno a 30 kDa representan, probablemente, diversas formas de IGFBPs con un peso
molecular aparente muy similar, para cuya identificación es necesario, por tanto, combinar
diversos métodos de análisis. Así, la combinación de “Western ligand blot y “Westem
immunoblot” nos ha permitido la identificación de IGFBP-2 en este trabajo. No hay que
perder de vista tampoco las limitaciones metodológicas del “Western ligand blot”. El hecho
de que se precise someter la muestra a condiciones drásticas para su desnaturalización
parcial antes de la electroforesis puede muy bien alterar las propiedades de unión de la
IGFBP a IGF. Esto explicaría que un incremento en determinadas IGFBPs observado con
métodos inmunológicos no se observe con “ligand bloC’. Los niveles de IGFBP-l y 2 en
la rata adulta son de por si muy bajos (174), con lo que quizá los cambios hayan de ser
muy marcados para poder ser detectados mediante “ligand blot”.
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Las alteraciones más destacadas que se observan en el análisis mediante “Western
ligand blot”, tanto en subnutrición como en diabetes, son el descenso en la intensidad de
las bandas de 40-50 kDa (IGFBP-3) en neonatos y en adultos (pero sobre todo en adultos)
y el incremento de intensidad de las bandas en tomo a 30 kDa en neonatos (Figs. 3.27.
y 3.31.). Tal como sucedía en adultos subnutridos con respecto a IGF-I, la IGFBP-3 no
alcanza los valores de los animales controles después de la realimentación, y sí los
alcanzan los diabéticos después de recibir insulina. Esto parece conceder a esta hormona
un papel regulador tanto de IGF-I como IGFBP-3 en periodo adulto. El papel de la
insulina sería en todo caso indirecto, probablemente a través del aumento correspondiente
en los niveles de OH, que, como ya hemos comentado, tiene lugar tras el tratamiento con
insulina, aspecto que estamos tratando de aclarar con determinaciones de GR en suero en
estos experimentos, ya que además se ha descrito ampliamente que tanto IGF-I como
IGFBP-3 dependen de Gil en periodo adulto (14, 69).
Por otra parte, el aumento de intensidad en la banda de 30 kDa que se observa en etapa
neonatal tanto en subnutrición como en diabetes (Figs. 4.2., 3.27. y 3.31.) se revierte
también tras realimentación y tratamiento con insulina. En este último caso a niveles
inferiores incluso a los observados en la rata control, efecto este quizá de la
hiperinsulinemia relativamente más marcada en los neonatos tratados con insulina que en
los realimentados (Figs. 3.24. y 3.28.). Como ya se comentó en el apartado anterior, y
así ratifican los resultados de las figuras 3.25. y 3.29., los cambios en esta banda de 30
kD parecen deberse a formas diferentes de IGFBP (una de ellas IGFBP-2) cuya regulación
por insulina y nutrientes muestra características diferentes.
Para evaluar la hipótesis de si los nutrientes realmente son más decisivos que la
insulina en el descenso de IGF-I que provoca la subnutrición, realizamos el último
experimento de este trabajo, consistente en la rehabilitación con insulina y alimento, o sólo
con insulina, de ratas subalimentadas durante 7 días y a las que además se provocó un
cuadro de diabetes mellitus con STZ. En la figura 3.33. y en la tabla 3.21. puede
observarse que en los animales que fueron realimentados y recibieron insulina (población
RD+I), el peso aumenta por encima de los animales subnutridos (población 5), mientras
que los animales que sólo recibieron insulina (población SD±I)conservaron su peso
durante el periodo de tratamiento, tendencia similar a la observada en las ratas subnutridas
durante el mismo periodo de tiempo. En este importante aumento de peso que
experimentan las ratas de la población RD+I podría intervenir de manera destacada la
insulina, cuyos niveles están notablemente elevados, favoreciendo los procesos anabólicos
y el aprovechamiento de los nutrientes de que disponen att libitum estas ratas. En efecto,
aunque las ratas de la población SD±Ipresentan unos niveles de insulina similares a los
de la rata control, la falta de nutrientes les impide ganar peso.
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Como puede observarse en la figura 3.4., los niveles de IGF-I están enormemente
reducidos cuando la diabetes se superpone a la situación de subnutrición, pero la
corrección de la diabetes mediante la administración subsiguiente de insulina a estos
animales sólo provoca un ligero incremento en los niveles de IGF-I, que son similares a
los de las ratas solamente subnutridas. Por el contrario, cuando al efecto del tratamiento
con insulina se le añade el efecto de la realimentación el resultado es un claro aumento de
la concentración de IGF-I. No obstante, la insulina administrada durante cinco días, en una
diabetes provocada de tres días antes, no parece suficiente para restaurar por completo los
niveles de IGF-I o IGFBPs.
Por lo que respecta a las IGFBPs del suero analizadas mediante “Western ligand blot”,
cabe hacer similares observaciones a las anotadas para el peso y los niveles de IGF-I. La
subnutrición provocó un descenso en la intensidad de todas las bandas consideradas (40-50,
30, 28 y 24 kDa), en tanto que la diabetes sobreañadida no provocó mayor alteración en
la intensidad de las bandas. Quizá el periodo de diabetes no fue lo suficientemente
prolongado como para dejarse notar en las IGFBPs; en este aspecto cabe notar la mayor
sensibilidad de los niveles de IGF-I a alteraciones del estado nutricional y metabólico. La
administración de insulina a estos animales subnutridos y además diabéticos no se
acompaña de cambios en las diferentes formas de IGFBPs; sin embargo, tras la
realimentación y el tratamiento con insulina se produjoe aumento en IGFBP-3 similar
(porcentualmente con respecto a los controles) al que se observó en animales adultos
subnutridos (no diabéticos) realimentados (Fig. 3.27.B). En las bandas de 28 y 30 kDa se
alcanzaron niveles comparables a los de la rata control, análogamente, por otra parte, a
lo ya descrito en el experimento de rehabilitación de ratas diabéticas adultas (Fig. 3.31.B);
estos cambios podrían deberse a los niveles elevados de insulina que caracterizan estas dos
situaciones (Fig. 3.28. y Tabla 3.21.).
Estos resultados parecen otorgar a la falta de nutrientes un papel clave en la regulación
de los niveles de IGF-I y sus proteínas ligadoras en los animales subnutridos. La insulina
tendría un papel permisivo en el aumento de los niveles de ambos, ya que sólo después de
la realimentación es eficaz el tratamiento con insulina para provocar una recuperación en
los niveles de IGF-l e IGFBPs en los animales subnutridos y además diabéticos.
El estudio de regresión lineal y correlación efectuado en los experimentos de
realimentación y tratamiento con insulina, tanto en periodo neonatal como adulto, muestra
una correlación negativa entre la IGFBP de 30 kDa y el peso corporal y la insulinemia en
periodo neonatal que es positiva en periodo adulto. Como ya se ha comentado, todo apunta
a que la naturaleza de las IGFBPs que observamos en torno a 30 kda es distinta en
neonatos y adultos. Un dato a destacar es que la glucemia en los neonatos del experimento
de rehabilitación con insulina (Tabla 3.19.) muestra una correlación positiva muy alta con
dicha IGFBP que no se observa en el modelo de realimentación (Tabla 3.13.). Luego si
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comparamos con los animales subnutridos, la glucemia parece estar ejerciendo un papel
clave en el aumento de la IGFBP de 30 kDa en los animales diabéticos, propiciando el
aumento de esta IGPBP. Todo ello resalta el papel importante de la glucemia en las
adaptaciones de los animales diabéticos, y apunta a una correlación positiva entre la
hiperglucemia y el posible inhibidor de IGF-I sugerido por otros autores en animales
diabéticos (254, 348). En efecto, se ha observado una correlación negativa muy buena
entre el peso corporal y los niveles de glucemia en estos animales, tanto neonatos (Tabla
3.19.) como adultos (Tabla 3.20.).
En las correlaciones que se establecen en el experimento de realimentación y
tratamiento con insulina de ratas subnutridas y además diabéticas (Tabla 3.24) se encuentra
un paralelismo con respecto al experimento de realimentación en adultos (Tabla 3.14.). El
efecto de la diabetes producida en estos animales se deja ver en algunos parámetros como
la distinta correlación entre glucemia, insulinemia e IGFBP de 30 kD o en la no
significación en la corerelación entre peso de cuerpo e insulinemia.
Como resumen de todo lo anterior, el estudio de las correlaciones entre diversos
parámetros muestra, por una parte, que las regulaciones con respecto a IGFs, peso de
cuerpo e IGFBPs (especialmente la de 30 kDa) son distintas en periodo neonatal y adulto
en ambas situaciones, diabetes y subnutrición; por otra parte, que los mecanismos
reguladores en la diabetes difieren sustancialmente de los que intervienen en la
subnutrición, y que en dicha diferencia parece desempeñar la hiperglucemia un papel
clave.
Estos experimentos de rehabilitación in vivo parecen conferir una gran importancia a
los nutrientes como moduladores de los niveles de IGF-I circulante y creemos que son la
primera tentativa experimental tratando de establecer la importancia del papel de la insulina
y los nutrientes en los dos modelos que venimos comentando. Estos experimentos deberán
ser ampliados en el futuro con cuidadosa determinación de los niveles de GH circulante,
que ya estamos efectuando. Estos resultados creemos que son un buen indicio experimental
que parece conceder a los nutrientes una relevancia en el control de IGF-I ya sugerida
reiteradamente en la literatura en modelos de subnutrición. Consideramos, así mismo, que
confieren un papel clave a la glucemia en las adaptaciones encontradas en las situaciones
de diabetes y subnutrición.
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la insulina y/o el estado nutricional. Pero tanto en el modelo de subnutrición como en el
de diabetes por STZ en etapa neonatal la insulinemia fue baja con respecto a la rata
control, y sin embargo la glucemia estaba reducida en los animales subnutridos y muy
elevada en los diabéticos (Tabla 3.7.).
Estas circunstancias, junto con los cambios tan marcados que se producen en el patrón
de bandas de IGFBPs y en los niveles de IGFs entre el periodo fetal, neonatal y adulto
(Figuras 4.1., 4.2. y 3.4.) nos sugirieron la realización de experimentos de rehabilitación
en ambos modelos tanto en rata lactante como en rata adulta. Generalmente los
experimentos de realimentación o tratamiento sustitutivo con insulina descritos en la
literatura se han llevado a cabo, de manera muy limitada, como complemento de los
estudios de restricción alimentaria o diabetes. En modelos de restricción proteica o
proteico-energética, por ejemplo, la atención se ha centrado fundamentalmente en el
estudio del efecto de diversos aspectos cualitativos (tipo de proteínas suministradas) o
cuantitativos sobre los niveles de IGF-J (208). Por otra parte, varios trabajos en modelos
de subnutrición o diabetes se han dirigido a estudiar los efectos de la administración de
IGF-I sobre aspectos como el crecimiento y el balance de nitrógeno (226, 349).
En este trabajo los estudios de rehabilitación en rata subnutrida se realizaron
realimentando ratas subnutridas (desde el día 16 de gestación), tanto adultas como lactantes
(de 8 días) durante un periodo de 6 días. Paralelamente se trató con insulina durante un
periodo de 5 días, a ratas, tanto adultas como lactantes (de 14 días) a las que se había
provocado un cuadro de diabetes mellitus mediante la administración de STZ de tres días
antes. Con estos experimentos se trataba de establecer la eficacia de insulina y los
nutrientes en la normalización del peso corporal y los niveles de IGF-I y sus proteínas
ligadoras, y comparar los efectos obtenidos en etapa lactante y adulta, etapas en las cuales
difieren tanto los requerimientos de nutrientes como la composición de la dieta que reciben
los animales. No conocemos ningún trabajo en el que se haya empleado este abordaje
experimental en el estudio de la interacción de la insulina y los nutrientes en la regulación
de los IGFs y sus proteínas ligadoras mediante la comparación de las dos situaciones,
subnutrición y diabetes, que estamos analizando.
4.5.1. Efectos de la rehabilitación sobre el peso corporal, la glucemia, la insulinemia
y los niveles de IGF-I en neonatos.
En periodo neonatal tanto la realimentación de los animales subnutridos (Fig. 3.24.)
como la administración de insulina a los diabéticos (Fig. 3.28.) se acompañó de una
recuperación del peso corporal de las ratas control, pero sólo en las ratas tratadas con
insulina hubo una recuperación de los niveles de IGF-I en suero, En ambos casos los
niveles de insulina en las ratas realimentadas o tratadas con insulina fueron
significativamente más altos al final del experimento que los de las ratas control. Esta
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hiperinsulinemia en las ratas realimentadas, junto con la mayor capacidad de recuperación
de las tasa de crecimiento característica de los periodos de inmadurez, podría explicar en
parte la recuperación del peso a pesar de no alcanzar valores de IGF-1 similares a los de
las ratas control. Por otro lado, la insulinemia proporcionalmente más alta (con respecto
a los controles) en los neonatos tratados con insulina que en los realimentados podría
propiciar una mayor síntesis y liberación de IGF-I que explicaría la recuperación de los
niveles de este péptido debida al tratamiento con insulina. Como hemos comprobado en
los experimentos de rehabilitación, la correlación entre los niveles de IGF-I e insulina fue
buena en todos los casos (Tablas 3.13, 3.14., 3.19. y 3.20.). En relación con esto, se ha
comentado ya el papel de la insulina en la síntesis y liberación de IGF-I (28-30).
4.5.2. Efectos de la rehabilitación sobre el peso corporal, la glucemia, la insulinemia
y los niveles de IGF-I en adultos.
La rata adulta realimentada contaba, al final del experimento, con niveles de insulina
comparables a los del animal control. Sin embargo, el periodo de realimentación no
pareció suficiente para recuperar el peso y los niveles de IGF-I que presentaba la rata
control (Fig. 3.24.). En la rata adulta diabética el tratamiento con insulina produjo unos
efectos similares a los observados en rata neonatal, con recuperación del peso y los niveles
de IGF-I en suero, e insulinemia más alta que la de las ratas control (Fig. 3.28.). Cabe
pensar que en este caso, análogamente a lo observado en neonatos rehabilitados, la
hiperinsulinemia de las ratas tratadas con esta hormona es responsable de la recuperación
de los niveles de IGF-I y del peso; en este último parámetro hay que contar también con
un posible mayor acúmulo de grasa propiciado por la insulina.
4.5.3. Comentarios sobre el estado del tema en la bibliografía.
En modelos en rata de realimentación tras ayuno se han observado una recuperación
de los niveles de IGF-1 (212) y regeneración en el mRNA de IGF-I (212, 214). El grado
de recuperación depende de la duración del ayuno y de la realimentación. Se ha observado
también una regeneración de los niveles de OH (90) y del mRNA del receptor de GR
(214). Donovan y cols. (219) han estudiado el efecto de la realimentación en ratas lactantes
entre los días 15 y 19 tras una restricción alimentaria de un 50% desde el nacimiento. Se
trata del único trabajo de estas características efectuado en periodo neonatal. Estos autores
observan una recuperación de los niveles de IGF-I (con respecto a la rata control), aunque
no del peso corporal. El dato más llamativo del análisis de las IGFBPs del suero mediante
“Western ligand bloC’ fue una recuperación de los niveles de IGFBP-2, que estaban
elevados en la rata subnutrida. Este resultado es concordante con el obtenido por nosotros
en la banda de 30 kDa (Fig. 3.27.). Las diferencias entre los resultados obtenidos por
estos autores y los obtenidos por nosotros estriban tal vez en el modelo de subnutrición,
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aunque hay que considerar también que la realimentación comienza a edades distintas en
ambos.
Se ha observado también una ganancia de peso y una recuperación en los niveles de
IGF-I tras tratamiento con insulina en ratas diabéticas por STZ (350). Sin embargo, la
literatura ofrece una amplia variedad de modelos que tiene su origen en diferencias en la
duración e intensidad de la diabetes previa al tratamiento, la duración y dosis del mismo,
así como el tipo de insulina empleado; todo ello hace dificulta la comparación de nuestros
resultados con los ofrecidos por la literatura. En todo caso, se admite que el tratamiento
con insulina, además de una ganancia de peso y un incremento de los niveles de IGF-I
circulante (350), una recuperación de los niveles del mRNA hepático de IGF-I (99, 332)
y de los niveles de OH en suero e hipófisis (336).
4.5.4. Efectos de la rehabilitación sobre las IGFBPs en neonatos y adultos.
Las alteraciones más destacadas que se observan en el análisis mediante “Western
ligand bloC’, tanto en subnutrición como en diabetes, son el descenso en la intensidad de
las bandas de 40-50 kDa (IGFBP-3) en neonatos y en adultos (pero sobre todo en adultos)
y el incremento de intensidad de las bandas en torno a 30 kDa en neonatos (Figs. 3.27.
y 3.31.). Tal como sucedía en adultos subnutridos con respecto a IGF-I, la IGFBP-3 no
alcanza los valores de los animales controles después de la reailimentación, y sí los
alcanzan los diabéticos después de recibir insulina. Esto parece conceder a esta hormona
un papel regulador tanto de IGF-I como IGFBP-3 en periodo adulto. El papel de la
insulina sería en todo caso indirecto, probablemente a través del aumento correspondiente
en los niveles de OH, que, como ya hemos comentado, tiene lugar tras el tratamiento con
insulina, aspecto que estamos tratando de aclarar con determinaciones de GR en suero en
estos experimentos, ya que además se ha descrito ampliamente que tanto IGF-I como
IGFBP-3 dependen de Gil en periodo adulto (14, 69).
Por otra parte, el aumento de intensidad en la banda de 30 kDa que se observa en etapa
neonatal tanto en subnutrición como en diabetes (Figs. 4.2., 3.27. y 3.31.) se revierte
también tras realimentación y tratamiento con insulina. En este último caso a niveles
inferiores incluso a los observados en la rata control, efecto este quizá de la
hiperinsulinemia relativamente más marcada en los neonatos tratados con insulina que en
los realimentados (Figs. 3.24. y 3.28.). Como ya se comentó en el apartado anterior
(4.4.3.), y así ratifican los resultados de las figuras 3.25. y 3.29., los cambios en esta
banda de 30 kD parecen deberse a formas diferentes de IGFBP (una de ellas IGFBP-2)
cuya regulación por insulina y nutrientes muestra características diferentes.
Los cambios observados en las IGFBPs en los animales subnutridos y diabéticos ya han
sido discutidos anteriormente (4.4.3.). Creemos conveniente, sin embargo, hacer una
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puntualización relativa a la interpretación del análisis de las IGFBPs del suero mediante
“Western ligand blot”, especialmente en la rata adulta. Como se acaba de exponer, en el
suero de rata neonatal se observa un incremento en la intensidad de la banda de 30 kDa
tanto en la subnutrición como en la diabetes, incremento que se debe al aumento de los
niveles de distintas formas de IGFBPs, como muestra el análisis por “immunoblot”. En
la rata adulta, por el contrario, se observa, en el análisis mediante “Westem ligand blot”,
un descenso en la intensidad de las dos bandas que se detectan en la región de 30 kDa (en
concreto 28 y 30 kDa) (Figs. 3.27. y 3.31.). Este resultado contrasta con el incremento
que se aprecia, también en rata adulta, en IGFBP-2 detectada mediante “Western
immunoblot’ (Figs 3.26. y 3.30.) en las situaciones de subnutrición y diabetes por STZ,
a lo que hay que añadir el incremento en la concentración de IGFBP-1 que se ha descrito
en el suero de rata diabética (91) y que probablemente se produce también en la rata
subnutrida (90, 92, 344), cambios todos estos que no detectamos mediante ‘Western ligand
bloC’. En este sentido Crawford y cols. (296), por ejemplo, observan cambios similares
a los obtenidos por nosotros en rata adulta ayunada durante 54 horas, empleando también
“Western ligand blot”. Todas estas observaciones explican también el que las correlaciones
entre la intensidad de la banda o bandas de 30 kDa y diversos parámetros (como peso
corporal, glucemia, insulinemia) sea de signo distinto en neonatos y adultos, tanto en el
modelo de realimentación (Tablas 3.13. y 3.14.) como en el de tratamiento sustitutivo con
insulina (Tablas 3.19. y 3.20.).
Como se señaló al principio de esta Discusión (4.1.), las bandas que se observan en
tomo a 30 kDa representan, probablemente, diversas formas de IGFBPs con un peso
molecular aparente muy similar, para cuya identificación es necesario, por tanto, combinar
diversos métodos de análisis. Así, la combinación de “Western ligand blot y “Western
immunoblot” nos ha permitido la identificación de IGFBP-2 en este trabajo. No hay que
perder de vista tampoco las limitaciones metodológicas del “Westem ligand bloC’. El hecho
de que se precise someter la muestra a condiciones drásticas para su desnaturalización
parcial antes de la electroforesis puede muy bien alterar las propiedades de unión de la
IGFBP a IGF. Esto explicaría que un incremento en determinadas IGFBPs observado con
métodos inmunológicos no se observe con “ligand blot”. Los niveles de IGFBP-1 y 2 en
la rata adulta son de por si muy bajos (174), con lo que quizá los cambios hayan de ser
muy marcados para poder ser detectados mediante “ligand bloC’.
4.5.5. Rehabilitación de ratas adultas subnutr¡das y diabéticas.
Para evaluar la hipótesis de si los nutrientes realmente son más decisivos que la
insulina en el descenso de IGF-I que provoca la subnutrición, realizamos el último
experimento de este trabajo, consistente en la rehabilitación con insulina y alimento, o sólo
con insulina, de ratas subalimentadas durante 7 días y a las que además se provocó un
cuadro de diabetes mellitus con STZ. En la figura 3.33. y en la tabla 3.21. puede
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observarse que en los animales que fueron realimentados y recibieron insulina (población
RD+I), el peso aumenta por encima de los animales subnutridos (población 5), mientras
que los animales que sólo recibieron insulina (población SD+I) conservaron su peso
durante el periodo de tratamiento, tendencia similar a la observada en las ratas subnutridas
durante el mismo periodo de tiempo. En este importante aumento de peso que
experimentan las ratas de la población RD+I podría intervenir de manera destacada la
insulina, cuyos niveles están notablemente elevados, favoreciendo los procesos anabólicos
y el aprovechamiento de los nutrientes de que disponen att libitum estas ratas. En efecto,
aunque las ratas de la población SD+I presentan unos niveles de insulina similares a los
de la rata control, la falta de nutrientes les impide ganar peso.
Como puede observarse en la figura 3.4., los niveles de IGF-I están enormemente
reducidos cuando la diabetes se superpone a la situación de subnutrición, pero la
corrección de la diabetes mediante la administración subsiguiente de insulina a estos
animales sólo provoca un ligero incremento en los niveles de IGF-1, que son similares a
los de las ratas solamente subnutridas. Por el contrario, cuando al efecto del tratamiento
con insulina se le añade el efecto de la realimentación el resultado es un claro aumento de
la concentración de IGF-l. No obstante, la insulina administrada durante cinco días, en una
diabetes provocada de tres días antes, no parece suficiente para restaurar por completo los
niveles de IGF-I o IGFBPs.
Por lo que respecta a las IGFBPs del suero analizadas mediante “Western ligand bloC’,
cabe hacer similares observaciones a las anotadas para el peso y los niveles de IGF-I. La
subnutrición provocó un descenso en la intensidad de todas las bandas consideradas (40-50,
30, 28 y 24 kDa), en tanto que la diabetes sobreañadida no provocó mayor alteración en
la intensidad de las bandas. Quizá el periodo de diabetes no fue lo suficientemente
prolongado como para dejarse notar en las IGFBPs; en este aspecto cabe notar la mayor
sensibilidad de los niveles de IGF-I a alteraciones del estado nutricional y metabólico. La
administración de insulina a estos animales subnutridos y además diabéticos no se
acompaña de cambios en las diferentes formas de IGFBPs; sin embargo, tras la
realimentación y el tratamiento con insulina se produjoe aumento en IGFBP-3 similar
(porcentualmente con respecto a los controles) al que se observó en animales adultos
subnutridos (no diabéticos) realimentados (Fig. 3.27.B). En las bandas de 28 y 30 kDa se
alcanzaron niveles comparables a los de la rata control, análogamente, por otra parte, a
lo ya descrito en el experimento de rehabilitación de ratas diabéticas adultas (Fig. 3.31 .B);
estos cambios podrían deberse a los niveles elevados de insulina que caracterizan estas dos
situaciones (Fig. 3.28. y Tabla 3.21.).
Estos resultados parecen otorgar a la falta de nutrientes un papel clave en la regulación
de los niveles de IGF-I y sus proteínas ligadoras en los animales subnutridos. La insulina
tendría un papel permisivo en el aumento de los niveles de ambos, ya que sólo después de
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la realimentación es eficaz el tratamiento con insulina para provocar una recuperación en
los niveles de IGF-I e IGFBPs en los animales subnutridos y además diabéticos.
4.5.6. Correlaciones establecidas en los experimentos de rehabilitación anteriormente
resellados.
El estudio de regresión lineal y correlación efectuado en los experimentos de
realimentación y tratamiento con insulina, tanto en periodo neonatal como adulto, muestra
una correlación negativa entre la IGFBP de 30 kDa y el peso corporal y la insulinemia en
periodo neonatal que es positiva en periodo adulto. Como ya se ha comentado, todo apunta
a que la naturaleza de las IGFBPs que observamos en torno a 30 kda es distinta en
neonatos y adultos. Un dato a destacar es que la glucemia en los neonatos del experimento
de rehabilitación con insulina (Tabla 3.19.) muestra una correlación positiva muy alta con
dicha IGFBP que no se observa en el modelo de realimentación (Tabla 3.13.). Luego si
comparamos con los animales subnutridos, la glucemia parece estar ejerciendo un papel
clave en el aumento de la IGFBP de 30 kDa en los animales diabéticos, propiciando el
aumento de esta IGFEP. Todo ello resalta el papel importante de la glucemia en las
adaptaciones de los animales diabéticos, y apunta a una correlación positiva entre la
hiperglucemia y el posible inhibidor de IGF-I sugerido por otros autores en animales
diabéticos (254, 348). En efecto, se ha observado una correlación negativa muy buena
entre el peso corporal y los niveles de glucemia en estos animales, tanto neonatos (Tabla
3.19.) como adultos (Tabla 3.20.).
En las correlaciones que se establecen en el experimento de realimentación y
tratamiento con insulina de ratas subnutridas y además diabéticas (Tabla 3.24) se encuentra
un paralelismo con respecto al experimento de realimentación en adultos (Tabla 3.14.). El
efecto de la diabetes producida en estos animales se deja ver en algunos parámetros como
la distinta correlación entre glucemia, insulinemia e IGFBP de 30 kD o en la no
significación en la corerelación entre peso de cuerpo e insulinemia.
Como resumen de todo lo anterior, el estudio de las correlaciones entre diversos
parámetros muestra, por una parte, que las regulaciones con respecto a IGFs, peso de
cuerpo e IGFBPs (especialmente la de 30 kDa) son distintas en periodo neonatal y adulto
en ambas situaciones, diabetes y subnutrición; por otra parte, que los mecanismos
reguladores en la diabetes difieren sustancialmente de los que intervienen en la
subnutrición, y que en dicha diferencia parece desempeñar la hiperglucemia un papel
clave.
Estos experimentos de rehabilitación in vivo parecen conferir una gran importancia a
los nutrientes como moduladores de los niveles de IGF-I circulante y creemos que son la
primera tentativa experimental tratando de establecer la importancia del papel de la insulina
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y los nutrientes en los dos modelos que venimos comentando. Estos experimentos deberán
ser ampliados en el futuro con cuidadosa determinación de los niveles de OH circulante,
que ya estamos efectuando.
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1. Se establece la metodología más idónea a seguir en rata neonatal para separar las
proteínas ligadoras de IGF (IGPBPs) en suero. Para ello se determina, mediante
RIA, la concentración de IGF-I en suero previo tratamiento con filtración en gel
(método de referencia establecido en la literatura), extracción en ácido-etanol con
crioprecipitación y extracción en ácido fórmico-acetona. Se concluye que la
extracción en ácido fórmico acetona proporciona valores de IGF-I superiores a los
obtenidos con filtración en gel en ratas controles neonatales y en ratas subnutridas
neonatales y adultas, mientras que la extracción en ácido-etanol con
crioprecipitación proporciona valores superiores a la filtración en gel en ratas
subnutridas neonatales.
2. El análisis de las proteínas ligadoras de IGF mediante “Western ligand blot,
muestra que la separación de éstas es completa con la filtración en gel, pero no con
extracción en ácido-etanol con crioprecipitación y ácido fórmico-acetona: las
proteínas ligadoras de 40-50 kDa son las más eficazmente separadas por ambos
métodos, mientras que las de menor peso molecular (30 kDa y 24 kDa)
permanecen en mayor proporción en los extractos, especialmente con extracción
en ácido fórmico-acetona. Esto establece la no validez de las extracciones en ácido-
etanol con crioprecipitación y ácido fórmico-acetona para su aplicación al suero de
rata en periodo neonatal, en el cual estas formas de bajo peso molecular son las
más abundantes.
3. En la rata la gestación provoca un descenso generalizado de la cantidad de proteína
ligadora de RiF en suero (siendo las formas de 40-50 kDa prácticamente
indetectables), junto con un descenso de los niveles de IGF-I circulante, en
comparación con la rata virgen. Estos cambios no se ven modificados ni por la
subnutrición (desde el día 16 de gestación) ni por la diabetes (provocada por
inyección de estreptozotocina el día 16 de gestación) entre los días 18 y 21 de
gestación. Ambas situaciones provocan, sin embargo, un descenso en la ganancia
de peso a lo largo del periodo de gestación estudiado. La glucemia y la insulinemia
sólo se vieron alteradas en las ratas diabéticas, con elevación de la primera y
descenso de la segunda, con respecto a la rata gestante control.
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4. El peso fetal no se altera, con respecto a los controles, en los modelos de
subnutrición y diabetes estudiados en este trabajo; no obstante, el peso de los recién
nacidos subnutridos es inferior al de los controles. La subnutrición provoca un
descenso en los niveles de RIF-II en suero a 18 y 19 días, sin alterar ni la glucemia
ni la insulinemia; por el contrario, en la diabetes se observa un incremento de los
niveles de IGF-II a 18, 19 y 21 días, junto con un descenso de la insulinemia a 19
y 21 días y un marcado incremento de la glucemia en todos los estadios. La
proteína ligadora de IGF más abundante en periodo fetal, identificada como
IGFBP-2 mediante “Western immunoblot”, no experimenta cambios en ninguno de
los dos modelos.
5. En periodo neonatal el peso corporal es inferior al de los animales control tanto en
los subnutridos (a 8, 14 y 22 días) como en los diabéticos (a 14 y 22 días); la
diferencia con los controles es más marcada en el modelo de subnutrición que en
el de diabetes. En ambos modelos los niveles de IGF-I e insulina son bajos, en
relación con los controles, siendo hipoglucémicos los animales subnutridos y
marcadamente hiperglucémicos los diabéticos. RIF-II se encuentra alterado sólo en
los neonatos diabéticos a 8 y 14 días, con niveles inferiores a los controles.
6. La proteína ligadora de IGF de 30 kDa, forma más abundante en periodo neonatal,
disminuye de intensidad progresivamente con la edad, patrón contrario al que se
observa en la de 40-50 kDa. Tanto en la subnutrición como en la diabetes la
intensidad de esta banda de 30 kDa está elevada con respecto a las ratas controles,
debiéndose este incremento a formas de proteína ligadora de IGF distintas en
ambos modelos, como revela el análisis mediante ‘Western immunoblot”.
7. La subnutrición provoca un descenso del ligamiento específico de IGF-II a hígado
neonatal a 8, 14 y 22 días, mientras que en la diabetes se observa un aumento a 8
y 14 días. La constante de afinidad de este ligamiento no se ve alterada en ninguno
de los dos modelos. No se observan cambios en el ligamiento de IGF-I o II a
cerebro en periodo neonatal, y no se detecta ligamiento de IGF-I a hígado por
encima de 8 días.
8. La realimentación durante 6 días de ratas neonatales subnutridas, provoca una
recuperación del peso, la glucemia y las distintas formas de proteínas ligadoras de
IGF, en relación con ratas controles; sin embargo, IGF-I se recupera parcialmente.
El tratamiento de ratas neonatales diabéticas con insulina durante 5 días normaliza
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la glucemia y provoca la recuperación del peso y los niveles de LGF-I hasta
alcanzar los valores de las ratas control, pero las proteínas ligadoras de IGF de 40-
50 kDa y 27-30 kDa sólo se recuperan parcialmente. En ambos modelos la
insulinemia al final del experimento se encuentra elevada por encima de los niveles
de la rata control.
9. La realimentación durante 6 días de ratas adultas subnutridas se acompaña de una
recuperación de la glucemia y la insulinemia. El peso, los niveles de IGF-I y las
distintas formas de proteínas ligadoras de IGF sólo se recuperan parcialmente. El
tratamiento de ratas adultas diabéticas con insulina durante 5 días normaliza la
glucemia y produce la recuperación del peso y los niveles de IGF-I y las distintas
formas de proteínas ligadoras de IGF hasta alcanzar valores similares a los de la
rata control; la insulinemia se encuentra por encima de los niveles que presenta la
rata adulta control.
10. El tratamiento con insulina durante 5 días de ratas adultas subnutridas a las que se
provocó además un cuadro de diabetes con estreptozotocina restablece los niveles
de insulinemia de la rata control, pero no produce efecto sobre el peso corporal,
los niveles de IGF-I y las distintas formas de proteínas ligadoras de IGF analizadas
por “Westem ligand blot’. Por el contrario, el tratamiento con insulina
acompañado de realimentación en los mismos animales provoca un aumento de
peso y una recuperación parcial de los niveles de IGF-I y las distintas formas de
proteínas ligadoras, siendo los niveles de insulina superiores a los de las ratas
control.
En resumen, de los resultados de este trabajo se establece, en primer lugar la necesidad
de efectuar la eliminación de las proteínas ligadoras únicamente por filtración en gel para
obtener resultados válidos en la determinación de los niveles de IGF en suero en estos
periodos de desarrollo.
El estudio comparativo de las alteraciones de los niveles en suero de IGF-I y II, así
como de sus proteínas ligadoras, junto con los cambios en la glucemia y la insulinemia1en
los modelos de subnutrición y diabetes en rata durante el periodo fetal y lactante, muestra
que las adaptaciones a ambas situaciones presentan modalidades distintas en las diferentes
etapas del desarrollo. En periodo fetal las variaciones de RiF-II, factor de crecimiento
fetal, parecen estar moduladas por la glucemia, factor nutriticional primordial en esta
etapa, y las protefnas ligadoras no se alteran. En periodo neonatal las proteínas ligadoras
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de IGF correspondientes a la banda de 30 kDa se elevan tanto en la subnutrición como en
la diabetes, a la par que disminuyen los niveles de IGF-I con respecto a las ratas controles,
pero las correlaciones que se establecen parecen mostrar una distinta modalidad de
adaptación en ambas situaciones, subnutrición y diabetes, con la posible existencia, ya
sugerida en la literatura, de un inhibidor de IGF-I en la diabetes, que además presenta una
correlación positiva con la glucemia.
Los estudios de rehabilitación en ambas situaciones en periodo neonatal parecen sugerir
una mayor modulación de las proteínas ligadoras de JGF por nutrientes y una más pronta
recuperación de los niveles de IGF-I en ratas diabéticas tratadas con insulina que están
debidamente alimentadas.
Los estudios de rehabilitación realizados en rata adulta subnutrida o diabética ratifican,
en estos animales, una disminución de las proteínas ligadoras de IGF del complejo de 40-
50 kDa, y. en general,de toda las proteínas ligadoras. Parece sugerirse, también en adulto,
una mayor dependencia del estado nutricional de los niveles de RIF-I y las proteínas
ligadoras. El último experimento, realizado en animales adultos subnutridos, muestra la
importancia del estado nutricional,tanto en la modulación de los niveles de IGF-I como de
sus proteínas ligadoras. Podría decirse que en el animal adulto subnutrido la insulina sería
un agente permisivo para regularizar las alteraciones encontradas,pero la realimentación
parece el agente decisivo en la recuperación de todos los parámetros estudiados.
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